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EDITORIAL

FMVZ: 50 ANOS DE TRABALHO E CONQUISTAS!

Esta Edicdo Comemorativa traz nove artigos de revisdo em diferentes dareas de
abrangéncia da Revista “Veterinaria e Zootecnia”, em momento importante da FMVZ, pois
ela completa 50 anos. Meio século de conquistas e de gldrias, gracas ao trabalho de toda a
comunidade especialmente de seus primeiros mentores, professores abnegados que tanto
contribuiram na formag¢do de muitos de seus docentes, que se titularam e continuaram
juntamente com outros professores a obra aqui implantada.

A FMVZ foi conquistando espago, € com pioneirismo criou o Programa de Residéncia
em Medicina Veterindria, sendo a primeira faculdade a ter o programa implantado no pais.
Ela foi modelo para muitas Faculdades no Brasil, pois foi a primeira a ter o seu curso de
Medicina Veterinaria com cinco anos, sendo o ultimo deles sob a forma de internato com
estdgios em sua maioria em clinicas, instituicdes ou empresas fora da unidade, permitindo ao
aluno conhecer a realidade da atuacgao profissional futura.

A qualidade de seu corpo docente e técnico administrativo, aliado ao nivel de
exigéncia no vestibular, tem permitido com que os nossos alunos tenham excelente
classificac@o nas provas de avaliacdo de cursos pelo MEC. Ela festejou em 2012 a obtengdo
do primeiro lugar entre os cursos de Medicina Veterindria e o décimo lugar entre os cursos de
Zootecnia avaliados pelo MEC em 2011.

O desenvolvimento cientifico e tecnolégico tem sido a meta de seus professores, que
se destacam na producdo cientifica de alto nivel, compardvel em muitas situacdes as pesquisas
desenvolvidas em paises de primeiro mundo. Atualmente busca-se juntamente com a
universidade a sua intercionalizacdo, fato que serd decisivo para que ela continue entre as
melhores faculdades do pats.

Agradecemos a todos que contribuiram permitindo esta edi¢do comemorativa, que
marca os seus 50 anos, momento inesquecivel principalmente para aqueles professores que
foram alunos desta Casa de Ensino que tdo bem sabe receber os seus alunos de graduacao,
pOs-graduagdo e estagidrios que nela vem para aprender, crescer e conquistar o mundo.

Obrigado e Parabéns FMVZ, e a todos aqueles que fizeram e fazem parte da sua
histéria. E gratificante participar deste momento e poder continuar fazendo parte deste time
que deseja manter o seu brilho e sua importancia no cendrio nacional.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. FMVZ: 50 ANOS DE TRABALHO E CONQUISTAS! Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edicao
Comemorativa): 07
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COMPLEXO Sporothrix schenckii. REVISA}O DE PARTE DA LITERATURA E
CONSIDERACOES SOBRE O DIAGNOSTICO E A EPIDEMIOLOGIA

Luiz Celso Hygino da Cruz'

RESUMO

Esporotricose ¢ uma infeccdo iniciada pela inoculacdo trumdtica do fungo dimoérfico
Sporothrix schenckii e é largamente distribuida pelo mundo. Durante a dltima década ocorreu
um significativo aumento dos casos clinicos de esporotricose no Brasil, particularmente no
Estado do Rio de Janeiro onde vem se manifestando uma epidemia em seres humanos
correlacionada com a transmissdo por gatos. Atualmente esta micose deve ser considerada
uma zoonose importante, especialmente nas dreas em que ela € considerada endé€mica.
Importantes transformagdes tém sido observadas no conjunto dos aspectos relacionados a
ecoepidemiologia da doenga, especialmente nas formas de disseminagdo e transmissdo. A
partir do sequenciamento de genes demonstrou-se que a espécie S. schenckii constitui um
complexo que é composto das seguintes espécies cripticas: Sporothrix albicans, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana ¢ S. schenckii.
Com o aumento do nimero de espécies patogénicas, modificam-se os procedimentos da rotina
diagndstica da esporotricose com a inclusdo de novos aspectos relacionados a morfologia,
fisiologia e nutri¢ao.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii, aspectos clinicos, diagndsticos e epidemiologia.

SPOROTHRIX SCHENCKII COMPLEX. REVIEW OF THE
LITERATURE AND CONSIDERATIONS ON THE DIAGNOSIS AND
EPIDEMIOLOGY

SUMMARY

Through sequencing of genes, one has been demonstrated that the species S. schenckii is a
complex that consists of the following cryptic species: Sporothrix albicans, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana and S. schenckii.
Sporotrichosis is an infection initiated by traumatic inoculation of dimorphic fungus
Sporothrix schenckii and is widely distributed throughout the world. During the last decade
there has been a significant increase in clinical cases of sporotrichosis in Brazil, particularly in
the State of Rio de Janeiro where an epidemic has manifested itself in humans, which
correlates with transmission by cats. Currently this mycosis should be considered an
important zoonosis, especially in areas where it is endemic. Important changes have been
observed in all the aspects related to ecoepidemiology of these disease, especially in their
dissemination and transmission. With the increasing number of pathogenic species, routine
diagnostic procedures of sporotrichosis have changed, with the inclusion of new aspects of
morphology, physiology and nutrition.

Keywords: Sporothrix schenckii, clinical and epidemiological aspects, diagnosis.

! Prof. Emérito da UFRRIJ; Prof. Titular da UNESA. hyginodacruz@ gmail.com

Cruz LCH, Complexo Sporothrix schenckii. Revisao de parte da literatura e consideragdes sobre o diagndstico e
a epidemiologia. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edicdo Comemorativa): 08-28.
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SPOROTHRIX SCHENCKII COMPLEJO. REVISION DE LA
LITERATURA Y LAS CONSIDERACIONES SOBRE EL
DIAGNOSTICO Y LA EPIDEMIOLOGIA

RESUMEN

La esporotricosis es una infeccion causada por la inoculacién traumética del hongo dimorfico
Sporothrix schenckii que estd ampliamente distribuido alrededor del mundo. Durante la
ultima década se identificO un aumento significativo de casos clinicos de esporotricosis en
Brasil, particularmente en el Estado de Rio de Janeiro, donde se han manifestado brotes
epidémicos en seres humanos, relacionados a la transmision por gatos. Actualmente esta
micosis se debe considerar una zoonosis importante, especialmente en las zonas donde es
endémica. Por otro lado, se han observado cambios importantes en todos los aspectos
relacionados con la ecoepidemiologia de esta enfermedad, sobre todo en su difusiéon y
transmision. Através de la secuenciacion de genes, se ha demostrado que la especie S.
schenckii constituye un grupo que consta de las siguientes especies cripticas: Sporothrix
albicans, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix
mexicana y Sporothrix schenckii. Con el aumento en el nimero de especies patégenas, los
procedimientos diagndsticos de rutina para la esporotricosis han cambiado, con la inclusién de
nuevos aspectos morfoldgicos, fisioldgicos y nutricionales

Palabras clave: Sporothrix schenckii, clinica, epidemiologia, diagndstico.

INTRODUCAO

Esporotricose € uma doenga infecciosa cronica do homem e de animais associada, em
geral, a implantagcdo traumadtica a partir da pele, de um fungo, o Sporothrix schenckii, que
habita o solo e superficies de plantas. Com a invasdo da derme e do tecido subcutineo, a
doenca pode evoluir de forma localizada ou mesmo generalizar-se ou, como € mais comum,
pode ocorrer evolugdo para uma forma cutineo-linfatica. H4 outras manifesta¢des clinico-
patolégicas menos frequentes e, dentre elas deve-se destacar a forma respiratéria que pode ser
adquirida pela inalacdo de propdgulos fungicos eliminados por animais mediante espirros
provocados por lesdes nasais (1).

Em publicacdo de 1898, Schenck (2) atribuiu a um fungo a responsabilidade etioldgica
por um quadro patolégico semelhante ao que hoje reconhecemos como sendo tipico da
esporotricose. Dois anos mais tarde, o fungo observado por Schenck foi classificado por
Hektoen e Perkins (3) como Sporothrix schenckii. No Brasil, as primeiras informacdess sobre
a esporotricose datam de 1907 quando Lutz e Splendore (4) relataram as primeiras
ocorréncias do fungo em pacientes brasileiros. Desde entao, relatos de novos casos clinicos
vém ocupando as paginas dos periddicos cientificos no Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e
Sao Paulo (5-7), culminando com a recente caracterizacdo epidemioldgica de uma epidemia
na regido do Grande Rio (drea metropolitana e municipios vizinhos) (8-14). Nesta regidao a
doenca tem afetado principalmente gatos e o homem e, em menor proporcao, os caes.

Desde os primeiros relatos e, por mais de cem anos, o género Sporothrix foi
considerado ter somente uma espécie patogénica: Sporothrix schenckii que sempre foi
reconhecida como uma espécie uniforme em suas caracteristicas fenotipicas. Em todos os
casos em que esta espécie foi estudada apds isolamentos a partir de materiais obtidos de
lesdes no homem e nos animais ou mesmo do meio ambiente e oriundos de todos os lugares
no mundo, os critérios utilizados para a classificacdo do género e de suas espécies sempre
foram baseados em aspectos fenotipicos como as caracteristicas coloniais, pigmentagdo, a

Cruz LCH, Complexo Sporothrix schenckii. Revisao de parte da literatura e consideragdes sobre o diagndstico e
a epidemiologia. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edicdo Comemorativa): 08-28.
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morfologia microscopica e o seu termodimorfismo quando ele se torna leveduriforme a 37° C
e micelial em cultivos a temperatura ambiente.

Taxonomia polifasica

Entre os seres vivos ndo existem classes ou familias e nem qualquer outro tipo de
organizacdo, ao contrario hd uma interrelacdo entre todos eles e ndo se consegue visualizar
linhas delimitatérias bem definidas a separar com nitidez os diferentes grupos encontrados
nos sistemas taxonomicos. Estes foram idealizados pelo homem para dar uma certa ordem aos
seus conhecimentos acumulados sobre cada um dos seres vivos conhecidos. Quando Lineu
estabeleceu seu conceito de espécies, ele acreditava que os aspectos morfolégicos seriam
suficientes para defini-las, entretanto, como novos conhecimentos foram produzidos
continuamente € novos conceitos foram e continuam sendo elaborados ou modificados
periodicamente, as classificacdes dos seres vivos devem ser modificadas com frequéncia para
que elas permanecam atualizadas (15). Ao contrario de outros ramos da Biologia, ainda ndo
ocorreu na Micologia um consenso para a unificacdo dos diversos sistemas de classificagdo, o
que tem levado a algumas confusdes. Dois critérios principais sdo considerados para a
classificacdo dos fungos: o morfolégico para os de morfologia filamentosa e o nutricional
para os que sao unicelulares. Os maiores problemas ocorrem no primeiro grupo, pois, muitas
vezes, as diferencas entre espécies e mesmo entre géneros ¢ baseada tdo somente em
pequenos e ténues detalhes e, como se sabe, variacdes morfologicas podem ocorrer pela
influéncia de vdarios fatores como as condicdes de cultivo, composi¢ao do meio de cultura,
temperatura de incubacao, umidade, pH, pressdo osmética do meio e outros.

Recentemente, muito se tem investido na Micologia em estudos sobre a biologia
molecular, particularmente nos campos da gendmica, além da protedmica e metabolomica,
gerando novos conhecimentos e, por iSO mesmo, novos parametros passaram a fazer parte
das modernas chaves taxondmicas. Diversas técnicas da biologia molecular tornaram-se de
uso comum na identificagdo de diversos grupos de fungos de interesse médico e veterinario.
Com a utilizagdo rotineira desses novos procedimentos como a reagdo da polimerase em
cadeia (PCR) e o sequenciamento de genomas, a sistemdtica de varios grupos de fungos esta
passando por profundas transformacdes e diversas espécies novas tém sido propostas. Em
anos recentes, foram identificadas vdrias sequéncias gé€nicas que passaram a ser utilizadas
como marcadores moleculares de fungos, destacando-se entre elas a calmodulina, a B-
tubulina, a quitina sintase e o fator de elongacdo (EF-1a) (16-19). Diversas outras técnicas
tém sido empregadas para a identificacdo do S. schenckii, destacando-se entre elas a
imunofluorescéncia (20), a eletroforese em campo pulsado (21) e RFLP mitocondrial (22, 23).

Por si s6, nenhuma das diversas técnicas utilizadas conseguiu gerar informacgdes
suficientes para definir e classificar as espécies fingicas. E indispensdvel juntar diferentes
caracteristicas, morfoldgicas, ecoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas, nutricionais, genéticas e
outras, numa andlise multifatorial que pode ser denominada de "taxonomia polifasica", cuja
aplicacdo é cada vez mais frequente na micologia médica (24).

A heterogeneidade morfoldgica e genética de cepas de S. schenckii isoladas a partir de
material patologico foi registrada em diversos trabalhos publicados ao longo dos ultimos anos
(25, 26). A primeira observacao (18) indicando que o S. schenckii seria um complexo de
espécies distintas foi feita com base em andlise filogenética empregando uma combinacgdo de
sequéncias de DNA de trés loci (quitina sintase, - tubulina e calmodulina) obtidas com o
estudo de sessenta cepas de S. schenckii isoladas em diversos paises. Posteriormente, foi
constatado que bastaria uma andlise sequencial do locus calmadulina para reconhecer todas as
espécies de interesse médico que compdem o complexo Sporothrix schenckii (16).

Recentemente (16), depois da andlise de parametros fenotipicos e genotipicos
estudados em 127 culturas de S. schenckii, isoladas de casos clinicos em vdrias regides do

Cruz LCH, Complexo Sporothrix schenckii. Revisao de parte da literatura e consideragdes sobre o diagndstico e
a epidemiologia. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edicdo Comemorativa): 08-28.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 11

mundo, foi proposta a criagdo de trés novas espécies, além do S. schenckii: S. brasiliensis, S.
globosa e S. mexicana. A distincio entre estas espécies foi baseada nos seguintes aspectos:

a) sequenciamento do gene da calmodulina;

b) perfil de assimila¢do de fontes de carbono (sacarose, rafinose e ribitol) tendo como
meio basico o Yeast Nitrogen Base (YNB);

¢) diametro médio das colOnias, apds incubagdo nas temperaturas de 20, 30, 35 e 37° C
por 21 dias no meio agar batata dextrose (PDA) e

d) morfologia dos conidios nos cultivos em meio PDA.

Posteriormente (27), foi proposto que a variante morfolégica denominada S. schenckii
var. luriei fosse transformada em uma nova espécie com a denominacao de S. luriei com base
nas seguintes caracteristicas: assimila ribitol e ndo assimila rafinose e sacarose; produz
coldnias com didmetro de S1mm a 30° C, de 35-36 mm a 35° C e 21 mm a 37° C; produz
conidios simpodiais e sésseis, obovoéides hialinos.

Com base nos recentes estudos sobre a gendmica e analisada com base nos conceitos
modernos da taxonomia polifasica que inclui, além do sequenciamento de DNA, informacdes
sobre morfologia, nutri¢do e fisiologia, a espécie S. schenckii passou a ser considerada como
um complexo de espécies cripticas. Desta maneira, o complexo S. schenckii passou a ser
constituido pelas seguintes espécies: S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
luriae ¢ S. albicans (16).

Considerando os novos critérios de identificacdo das espécies do complexo S.
schenckii, dois grupos de pesquisadores brasileiros re-estudaram as culturas mantidas em suas
micotecas. Em Sao Paulo, Rodrigues (28) estudou 161 cepas de Sporothrix spp. provenientes
de amostras clinicas e ambientais de diversas regides do Brasil e de outros paises.
Demonstrou que as espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii tinham
ampla distribui¢do geografica no pais. registraram, também, que a espécie S. brasiliensis foi
isolada com alta frequéncia de gatos nos estados do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro,
sugerindo que este animal poderia ser um importante reservatorio na epidemiologia da
esporotricose. No Rio de Janeiro, Oliveira et al. (29) desenvolveram um trabalho semelhante
ao analisarem 246 culturas isoladas no Rio de Janeiro, no periodo de 1998 e 2008 e, como
resultado, reclassificaram 230 delas como Sporothrix brasiliensis, 15 como S. schenckii e 1
como S. globosa.

Epidemiologia

Reservatorios naturais do fungo, transmissao e fontes de contaminac¢ao - Até bem
pouco tempo atrds, a unica espécie do gé€nero Sporothrix considerada patogénica para o
homem e animais domésticos era o Sporothrix schenckii. Hoje devemos considerar a antiga
espécie, até entdo conhecida como Sporothrix schenckii, como um complexo de seis espécies
cripticas. Isto €, seis espécies com caracteristicas morfoldgicas muito parecidas, mas bem
distintas quanto aos aspectos genotipicos. De um momento para outro, constatar que existe
pluralidade onde se imaginava haver unicidade pode alterar conceitos e modificar certezas
ha anos bem estabelecidas. De imediato, a diversidade de espécies que passou a compor o
novo complexo S. schenckii traz, para o cendrio da epidemiologia das micoses, novas e
instigantes questdes sobre a esporotricose. Qual seria a distribuicdo dessas novas espécies
pelo mundo? Todas elas ocorrem no Brasil ou s6 algumas delas? Como seria a distribui¢do
geografica de cada espécie pelo Brasil? Elas teriam predilecdo por alguma espécie animal? Se
todas sdo patogénicas para o homem, qual seria o grau de importancia de cada uma delas?
Quanto a sensibilidade aos medicamentos, havera diferencas entre elas?

Por necessitar de elevada umidade relativa ambiental (95-100%) (30) o S. schencki
tende a se desenvolver melhor em regides onde ocorrem as condi¢des climéticas que lhe sdo
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mais favordveis. O solo sempre foi considerado um dos principais reservatérios de S.
schenckii (31), constituindo-se numa importante fonte de contaminagao, além das plantas que
sao também reconhecidas como importantes reservatérios desse fungo (32). Para que se
desenvolva bem em sua forma micelial, o S. schenckii necessita que o solo seja rico em
matéria organica (33). Ele pode ser encontrado como saprofita na superficie de vegetais vivos
ou sobre restos de plantas mortas e em decomposi¢do (32), no feno, na madeira, em
excrementos de animais € em muitos outros materiais de origem vegetal (32, 33).

Todas as referéncias sobre a epidemiologia da esporotricose indicam que a doenga nao
tem um comportamento Unico quando se considera a forma como os animais € 0 homem
podem se contaminar com o fungo. Na maioria das vezes, a esporotricose ocorre de forma
isolada, quando a doenga é adquirida por meio de traumatismos com plantas e madeiras ou
por arranhaduras e mordeduras de animais portadores ou infectados. Individualmente,
também, a doencga pode ser adquirida pelo manuseio de culturas do fungo em laboratérios
(34). A esporotricose € observada mais comumente em individuos que t€ém contato constante
com plantas e, por causa disso, ela é considerada uma doencga ocupacional e ocasional, quando
ela pode ser adquirida por meio de lesdes traumdticas provocadas por vegetais (35).
Tradicionalmente a doenca € conhecida como a "doenga do jardineiro", assim denominada
porque ela é frequentemente observada entre os que trabalham no cultivo de plantas
ornamentais, especialmente da roseira. Classicamente, portanto, considera-se que a
esporotricose ¢ uma doenca adquirida pela implantacdo traumdtica do fungo no tecido
subcutaneo pelo contato com um material qualquer, que seja contaminado pelo fungo.

Até recentemente, considerava-se que a maioria das infec¢des ocorria por meio de
ferimentos por espinhos, farpas de madeiras e outros materiais de origem vegetal, porém
outras formas incomuns de inoculagdo também ja foram descritas, como picada de inseto e
outras formas de transmissdo por animais como roedores, caes, tatus, cavalos e aves (35). Ao
longo dos anos, diversos pesquisadores fizeram referéncias ao papel dos gatos na transmissao
da esporotricose (36-38).

Os raros episodios considerados epidémicos que tiveram registros foram provocados
pelo contdgio por meio de uma mesma fonte de contaminacao (39, 40). Foi assim na epidemia
ocorrida entre os anos de 1941 e 1944 em uma mina de ouro no Transvaal quando 2825
mineiros adquiriram a esporotricose. Nesse episodio ficou demonstrado que o fungo foi
introduzido na mina junto com a madeira usada na sustenta¢do dos tdineis e, como a umidade
no local atingia 100%, o ambiente era favordvel a multiplicagdo e esporulagao do fungo,
facilitando a contaminag¢do de tantos trabalhadores (41).

Em outro episédio com caracteristicas diferentes, foram afetados 84 trabalhadores que
participavam de um programa de reflorestamento nos Estados Unidos em 1988, que se
contaminaram com o S. schenckii pela exposicdo ao musgo esfagmo que era usado para a
embalagem de sementes (42).

Epidemiologia da esporotricose em gatos

Os parametros epidemioldgicos atuais relativos a esporotricose felina, no Rio de
Janeiro, parecem diferir do padrdo conceitual predominante. A contaminacdo pelo contato
com plantas ndo parece ser a forma de disseminacdo principal desta micose entre os gatos,
sendo mais provavel que a transmissao se dé pelo contato entre animais sadios e infectados.
Na superficie das lesdes ulceradas, quase sempre presentes nesses animais, h grande nimero
de células fungicas leveduriformes que, pelo contato direto, podem ser transferidas de um
animal para outro. Esta forma de transmissdo é grandemente facilitada pelo comportamento
desta espécie animal cujos adultos saem durante a noite em busca de caca ou em fungdo dos
rituais reprodutivos, quando a fémea em cio, costuma atrair os machos que irdo disputa-la em
brigas acirradas. Nestas ocasides, animais portadores de lesdes ulceradas poderdo transmitir a
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esporotricose pelo contato com as leveduras presentes na superficie das lesdes ulceradas ou
pelos ferimentos produzidos por mordeduras ou arranhaduras de gatos doentes (15). Como se
sabe, o felino ndo se fixa a casa onde vive, como faz o cao, ele sai de casa, caminha pela rua,
caca pdssaros, ratos € outros pequenos animais, se relaciona com outros gatos e,
eventualmente, volta para casa onde ele sabe que terd abrigo e comida.

Nos ultimos anos, a populacio de gatos nas ruas e pracas tem aumentado
consideravelmente alterando, dessa maneira, as relacdes epidemioldgicas de algumas doencgas
infecciosas e parasitdrias que atingem esta espécie animal. Assim, a epidemiologia da
esporotricose com relagdo a populagdo de felinos no Rio de Janeiro nao parece seguir os
padrdes aceitos para esta espécie em si e para as relagdes entre ela e os outros animais,
inclusive com o homem (15).

O padrao epidemioldgico desta micose sempre considerou o contato com plantas, a
forma principal de contdgio. Com certeza, esta ainda é uma das formas comuns de
contaminacdo de humano e de animais, mas quando se analisa a situacdo observada na cidade
do Rio de Janeiro e nos municipios vizinhos, fica claro que esta ndo deve ser a forma de
contigio mais importante entre os gatos. Além da elevada proliferacdo destes animais em
pragas e terrenos baldios, ainda ha o hdbito de pessoas recolherem animais (sadios ou doentes)
das ruas, abrigando-os em casas ou apartamentos, formando coldnias numerosas, sem
qualquer controle sanitdrio. Em decorréncia desta situacdo, gatos portadores de esporotricose
com lesdes ulceradas, quando s@o introduzidos nestas colonias disseminam a infec¢@o para os
outros animais.

Situacdo bastante comum € aquela em que o proprietirio de um animal com
esporotricose resolve soltd-lo longe de sua casa ao tomar conhecimento dos riscos de contdgio
para ele e seus familiares, do longo periodo necessdrio para que o tratamento tenha sucesso e
de seus custos que podem ser elevados (11, 15). Dos pacientes com suspeita de esporotricose
que procuram a Fiocruz para um primeiro atendimento, cerca de 70% deles ja haviam dado
um destino inadequado ao seu animal, perpetuando o ciclo de transmissdo da doenga (43).

No periodo compreendido entre os anos de 2005 e 2012, o laboratério de Anélises
Clinicas - Labovet, com sede em Campo Grande, Rio de Janeiro recebeu um nimero
crescente de materiais coletados de gatos com suspeita clinica de esporotricose que eram
encaminhados por clinicas veterindrias de vdrios bairros da Zona Oeste da cidade do Rio de
Janeiro. Durante este periodo de 8 anos foram analisados, por citologia e cultivo, um total de
741 materiais coletados, com swabs, da superficie de lesdes cutaneas ulceradas. Deste total, o
S. schenckii foi isolado 325 vezes (43,86%).

A epidemia de esporotricose em gatos, no Rio de Janeiro, ndo atinge a Zona Sul, a
regido mais rica da cidade. Ao contrdrio, ela se estende continua e progressivamente pelos
bairros mais pobres das Zonas Oeste e Norte (Sepetiba, Santa Cruz, Bangu, Campo Grande) e
municipios da Baixada Fluminense (Caxias, Nil6polis, Sao Jodo de Meriti, Nova Iguacu,
Mesquita, Belford Roxo, Itaguai) (43). Por que a esporotricose praticamente ndo €
diagnosticada na Zona Sul e tornou-se epidémica nos bairros e cidades mais pobres? Na Zona
Sul os gatos vivem em apartamentos € ndo costumam ir a rua desacompanhados de seus
donos e nos bairros e cidades periféricas porque a populagdo vive em casas, 0s gatos sao mais
livres, eles estdo nos quintais € vao a rua com frequéncia e sozinhos. Nesses locais, 0s caes
sempre predominaram porque eram importantes como animais de guarda, mas, aos poucos, a
presenca dos gatos foi se expandindo e muitas casas passaram a ter cies e também gatos.
Estes eram introduzidos como uma forma eficiente de controle de ratos. Os gatos passaram a
ser vistos como animais tdo tteis como eram os cdes. O comportamento deles, entretanto, é
bem diferente do cdo, ele nao permanece restrito a sua casa e ao seu quintal, ele sai para a rua,
para o quintal do vizinho, ele foge de casa e vai viver livre, ele ndo se submete ao homem
como faz o cdo. O aumento do nimero de casos de esporotricose nas regides mais pobres do
Grande Rio pode ter ai a sua origem.
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Gatos de rua costumam procurar locais arborizados onde eles encontram a protecao das
plantas e arvores. Nao costumam viver isolados, preferem formar grupos como se fossem
familias e, rapidamente elas se tornam numerosas. Se um dos membros da familia se torna
infectado pelo Sporothrix sp ao se ferir em uma planta, ou se um gato doente € introduzido
no grupo por ter sido abandonado por seu proprietdrio, a esporotricose poderd atingir outros
animais do grupo por contato direto ou porque o animal infectado pode espalhar o fungo pelo
ambiente pelo contato com plantas ou com o solo. As plantas passariam a ter uma carga maior
de células fungicas em suas superficies, assim como as cascas das drvores, local por onde os
gatos costumam subir utilizando suas garras para se fixarem, desta maneira, as garras se
transformam em perigoso instrumento de inoculac¢do do fungo. Portanto, um maior nimero de
animais infectados no meio ambiente, corresponderd a uma maior carga de células fungicas
que serdo liberadas no meio ambiente. Entdo, no meio ambiente teremos, de um lado, as
plantas e os solos disponibilizando células fingicas em maior nimero, o que aumenta as
chances dos animais e do homem se contaminarem e, do outro, 0s proprios animais que estao
doentes, mas continuam em contato com os outros membros do grupo, continuardo
disseminando o fungo para os individuos sadios. Os animais que morrem no ambiente da
coldnia também contribuem para o aumento da populagdo flingica presente no solo. Sabe-se
que ndo € pratica corrente a cremacgdo de animais mortos, mesmo que seja portador de alguma
doenca transmissivel a0 homem. E comum a presenca de animais em avancado estado de
decomposicdo em importantes vias de circulagdo de qualquer cidade brasileira. Animais
mortos sdo frequentemente jogados na lata de lixo e é exatamente isto o que acontece com a
maioria dos gatos que morrem de esporotricose. A cremacdo deveria ser obrigatéria, como
também deveria ser programa obrigatério de todas as Secretarias de Saide dos Estados e
Municipios, o controle da populacdo de animais que vivem soltos nas ruas como os caes,
gatos e pombos.

Atualmente a esporotricose € uma das principais doengas de gatos domésticos e deve ser
considerada ainda mais séria porque trata-se de uma zoonose que € transmitida por animais
que vivem dentro das residéncias em estreita relacio com o ser humano (35, 38). A
esporotricose humana no Rio de Janeiro também tem sido diagnosticada em numeros
crescentes, sugerindo existéncia de uma correlacdo com o aumento da sua incidéncia entre os
felinos, uma vez que estes animais vivem em estreita relacio com o homem (8-11).

O gato como reservatorio e transmissor zoonético

E provével que a ocorréncia da esporotricose humana, antes de 1998, tenha sido rara e
restrita a trabalhadores rurais e pessoas que adquiriam a doenca pela forma de transmissao
tradicional por meio de traumatismos com materiais de origem vegetal. As epidemias que
tiveram o envolvimento de numerosos casos humanos e que atingiram extensas dareas
geograficas eram, sempre, correlacionadas com a contaminagdo ambiental (40).
Esporadicamente, esta micose teve a a sua forma de transmissdo associada a arranhaduras ou
mordeduras de animais (5, 9, 35, 38, 44). A potencialidade zoondtica da esporotricose felina
passou a ser reconhecida a partir da década de 80 quando a doenca em seres humanos foi pela
primeira vez associada ao contato com gatos infectados (36).

A potencialidade zoondtica de gatos portadores de esporotricose nunca passou de meras
conjecturas ou, no maximo, foi considerada uma possibilidade de menor importancia. A
transmissdo dessa micose de gatos para o homem sempre foi considerada um acontecimento
eventual, mas com o aumento da presenca de animais contaminados em consultérios ou
internados em clinicas veterindrias, passamos a ter de considerar os profissionais da 4rea,
veterindrios e enfermeiros, e até mesmo os proprietdrios dos animais, como as mais novas
categorias de risco de contrairem a esporotricose (44, 45).

Gatos acometidos de esporotricose constituem um importante reservatério da doenga
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tendo o fungo sido isolado a partir de 100% das lesdes cutaneas, 66,2% das cavidades nasais,
41,8% das cavidades orais e 39,5% das unhas destes animais. Em estudos recentes foi
comprovada a existéncia de semelhanca genética entre as cepas de S. schenckii isoladas de
gatos e as obtidas de seus donos com a micose (46).

Além de lesdes cutaneas, o fungo pode ser, ocasionalmente, inalado, infectar os
pulmdes e depois disseminar-se para outros 6rgaos (46).

Em uma epidemia de esporotricose envolvendo 347 gatos entre 1998 e 2001, foi
constatado (12) que, em 154 deles, havia sinais de envolvimento do aparelho respiratorio.
Como é comum nas infec¢gdes do aparelho respiratério, o comprometimento das vias aéreas
superiores costuma trazer desconforto e, por causa disso, o animal tende a espirrar eliminando
perdigotos contaminados com o micro-organismo infectante. Acredito que esta poderia ser
uma das formas possiveis de transmissdo da esporotricose do gato para outros animais e,
também, para o homem, principalmente quando este apresenta lesdes na face sem nenhuma
histéria de arranhadura ou de mordedura.

No periodo de 1998 a 2009 o Laboratério de Micologia Médica do Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas da Fiocruz diagnosticou a esporotricose em aproximadamente 2200
seres humanos, em cerca de 3244 gatos e em mais de 120 caes. De acordo com a opinido da
equipe de pesquisadores desta institui¢ao, os cdes ndo desempenham um papel importante na
cadeia epidemioldgica desta micose, ndo existindo comprovacdo de ter ocorrido qualquer
transmissdo ao ser humano por esses animais (14). Ao se transforrnar numa instituicdo de
referéncia em Esporotricose, este laboratério da Fiocruz passou a receber grande nimero de
casos clinicos de esporotricose humana e animal que eram encaminhados principalmente por
clinicas veterindrias sediadas na regiao metropolitana do Grande Rio. Creio que os principais
motivos que fizeram os veterindrios direcionarem seus casos clinicos de esporotricose para a
Fiocruz foi a educacdo profissional recebida nas disciplinas de Micologia das Faculdades de
Veterindria e a divulgacio do problema pela imprensa, especialmente pelo jornal "Extra" cuja
circulacdo € maior nas areas da cidade onde a esporotricose é endémica. O artigo sobre
esporotricose em gatos que foi publicado pelo jornal em 1999 pode ter contribuido para que
0s proprietdrios passassem a ter mais aten¢do ao problema e os veterindrios tivessem como
referencial o laboratério de micologia da Fiocruz. Os casos de esporotricose encaminhados a
Fiocruz (e aos laboratérios particulares de andlises clinicas) foram aumentando
gradativamente e, em consequéncia, a institui¢do produziu nos ultimos anos diversos estudos
sobre clinica, patologia e epidemiologia da doenga em seres humanos e animais. Dentre as
diversas contribui¢cdes de seu grupo de pesquisadores, destacam-se as observacdes sobre a
ocorréncia da doenca em seres humanos e em gatos que, de tao elevada, fez o grupo sugerir
que o estado atual da doenca na regido metropolitana do Rio de Janeiro passasse a ser
considerado como uma situacdo de endemia.

Quanto a forma de transmissdo da esporotricose, os trabalhos publicados nos ultimos
anos indicam ser o gato o principal transmissor da doenca para o homem e para outros
animais, inclusive o préprio gato (8-10, 14, 47, 48).

Maiores evidencias sobre o envolvimento de gatos na transmissao da esporotricose para
seres humanos fazem parte de relatos encontrados na literatura produzida pelo grupo da
Fiocruz desde 2001. Assim, foi registrada (8) a ocorréncia de 13 casos de esporotricose
humana entre 1987 e 1998, com dois deles associados a arranhaduras por gatos e a outros 66
casos humanos, 117 em gatos e 7 em caes registrados no periodo compreendido entre julho de
1998 e julho de 2000, com 52 (78,8%) pessoas relatando contato com gatos infectados e 31
(47%) com histéria de mordedura ou arranhadura por gatos (8). Apds estudarem 24 casos de
esporotricose humana com lesdes cutianeas disseminadas, Barros et al. (47) concluiram pela
participacao efetiva de gatos na transmissao da doencga, visto que todos os pacientes relataram
contato prévio com gatos infectados e 17 deles foram mordidos ou arranhados por um animal
infectado (47). Um ano depois, os mesmos autores (9) voltam a fazer referencias a
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transmissdo zoondtica isolada da esporotricose ou em pequenos surtos € chamam a atengao
para o grande aumento da incidéncia de casos humanos na regido metropolitana do Rio de
Janeiro e a sua correlacdo com o aumento concomitante da casuistica em gatos. Registram que
no periodo entre 1998 e 2001, foram diagnosticados 178 casos de esporotricose humana com
156 situacdes de envolvimento domiciliar ou profissional com gatos portadores de
esporotricose. Relatos de arranhaduras ou mordeduras foram feitos por 97 dos individuos
infectados.

Em trabalho publicado em 2008, Schubah, Barros e Wanke (14) registraram que no
periodo de 1998 a 2004 foram diagnosticados no laboratério de Micologia Médica da Fiocruz,
759 casos de esporotricose em humanos, 64 em caes e 1503 em gatos. Deste total de casos,
85% dos caes e 83,4% dos pacientes humanos, tiveram contato com gatos com esporotricose.
Deve-se salientar que 55,8% dos pacientes humanos relataram que foram mordidos ou
arranhados por gatos portadores desta micose (14).

Em outro artigo, Barros et al. (10) descreveram o que consideraram ser a primeira
epidemia de esporotricose observada em seres humanos no Rio de Janeiro, em 1998,
resultante de transmissao zoondtica. O estudo foi baseado em informagdes fornecidas por 255
pessoas, incluindo 94 com esporotricose e 161 sauddveis que viviam em 73 habitagdes junto
com 133 gatos com esporotricose. A prevaléncia de esporotricose foi quatro vezes maior entre
os pacientes que cuidavam de animais, independentemente do sexo.

Andlises epidemioldgicas envolvendo 81 casos de esporotricose diagnosticadas em
criancas menores de 15 anos no periodo de 1998 a 2004 permitiram que se concluisse que esta
teria sido a maior série de casos de esporotricose em criancas com transmissao zoonotica (48).

Em publica¢do recente, o grupo da Fiocruz (11) informou que no periodo entre 1998 e
2009 foram diagnosticados cerca de 2.200 casos de esporotricose em seres humanos e 3.244
em gatos, com maior concentragdo desses casos na regido metropolitana da cidade do Rio de
Janeiro e apresentaram dados estatisticos que elevam a esporotricose no estado do Rio de
Janeiro a condi¢do de epidemia.

Nas regides sul e sudeste, onde foram registrados a maioria dos casos da doenca em
humanos, talvez as condi¢des climadticas, em especial a temperatura e a umidade do ar, sejam
mais favordveis ao desenvolvimento e a expansdo do fungo na natureza do que em outras
regides do pais. Se isto de fato for verdadeiro, as possibilidades de gatos se infectarem a partir
do contato direto com solos e plantas ou com outros animais doentes podem ser maiores,
transformando-os, posteriormente, nos principais agentes de transmissdao da doenca para
humanos. Acredita-se que o gato atue como um hospedeiro chave na ecoepidemiologia da
doenca nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul.

Estudos realizados recentemente (28) indicaram que a espécie filogenética S.
brasiliensis ocorre com maior frequéncia nas regides Sul e Sudeste e que a maioria das
culturas isoladas (90%) foram obtidas de casos clinicos de esporotricose felina. O fato de no
estado do Rio de Janeiro esta mesma espécie ser predominante em casos de esporotricose
humana, € indicativo de que o principal reservatério de disseminacdo da esporotricose em
seres humanos deve ser mesmo o gato.

Em Sao Paulo, ao contrdrio, como nao ocorre uma epidemia de esporotricose felina e a
espécie predominante na esporotricose humana é S. schenckii, a fonte de infeccao ndo deve
ser o gato, mas qualquer outra com destaque para as condi¢cdes ambientais para a manutencao
do agente na natureza.

Diagnéstico da Esporotricose e Aspectos patolégicos
O diagnéstico clinico da esporotricose, baseado na patogenia e nas alteracoes

patoldgicas, deve ser confirmado pela observacdo microscopica de estruturas leveduriformes
no material coletado das lesdes e no isolamento e identificacdo do agente etioldgico envolvido

Cruz LCH, Complexo Sporothrix schenckii. Revisao de parte da literatura e consideragdes sobre o diagndstico e
a epidemiologia. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edicdo Comemorativa): 08-28.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 17

No pProcesso.

De maneira geral, a infec¢do se inicia com uma lesdo traumdtica por vegetais ou
decorrente de ferimentos obtidos durante brigas entre animais. Por ser um fungo dimorfico,
que € micelial quando em vida livre junto aos vegetais e leveduriforme quando se encontra na
fase parasitdria, o S. schenckii sera introduzido no tecido animal ou numa forma ou na outra,
dependendo do tipo de contigio. Entretanto, se o contdgio for pelo contato do animal sadio
recém ferido, com um animal portador de lesdes ulceradas, um grande nimero de células
leveduriformes serd transferido diretamente para o tecido lesionado. Neste novo tecido, as
leveduras comecardo a multiplicar-se de imediato porque elas ndo necessitardo nem de uma
fase de adaptacdo a um novo tipo de tecido e nem de fazer a transformacao de um tipo celular
(micelial) para outro (leveduriforme). Entretanto, quando a contaminagdo acontece por meio
de um ferimento produzido por uma planta contaminada pelo S. schenckii, como ali o fungo
se encontra na forma micelial, hd necessidade de sua transformagdo em levedura para que
ocorra a sua multiplicacdo. Desta maneira, o periodo de incubacdo para o desenvolvimento da
esporotricose infec¢do deve ser maior quando a infec¢do acontece por meio de ferimentos
provocados por vegetais, do que pelo contato com um outro animal com esporotricose
ulcerativa (15).

Na forma linfatica, no local de penetracdo ha formacdo de pequenos ndédulos medindo
de 1 a 2 cm de didmetro e ocorre invasdo dos vasos linfiticos com desenvolvimento de
granulomas adjacentes e comprometimento dos linfonodos regionais. Os granulomas
apresentam-se endurecidos a palpagdo e com mobilidade sob a pele ou podem tornar-se
amolecidos, aderentes a derme e ulcerados. Em certos casos pode ocorrer generalizagdo da
infecgdo.

Em animais imunossuprimidos pode haver disseminacdo hematogénica com o
desenvolvimento de lesdes Osseas e articulares, envolvimento do sistema nervoso central e das
meninges, além do aparelho genito-urindrio e presenca de granulomas em 6rgdos como o
figado. A forma pulmonar, que € rara, resulta da inalacdo de particulas contaminadas pelo
fungo.

Quanto aos aspectos patoldgicos, em uma andlise dos numerosos casos de esporotricose
humana diagnosticados nos ultimos anos na Fiocruz, verificou-se um predominio das formas
linfocutinea (65,8%) e cutanea fixa (25,4%). A forma cutinea disseminada foi
evidenciada em 7,2% dos casos, em individuos sem imunosupressdo, uma forma que talvez
seja consequéncia de lesdes produzidas pela multiplicidade de formas de inoculacdo como
mordeduras e arranhaduras de gatos. A forma extracutanea ocorre em 1,5% dos casos
envolvendo, principalmente, a conjuntiva ocular. Nestes casos, a transmissdo poderia ter
ocorrido por meio de espirros que sdo comuns em gatos com lesdes no trato respiratorio (12,
43).

Com relacdo aos felinos, o primeiro caso de esporotricose expontdnea em gatos foi
descrita por Singer e Muncie (49). Desde este primeiro relato, a esporotricose felina foi
classificada como uma doenca esporddica e rara em todo o mundo porque para a sua
implantacao, havia necessidade de uma solu¢do de continuidade cutinea por onde o fungo
deveria penetrar quando ocorresse contato com uma planta contaminada. Até a década de
1980, este era também o padrdo epidemioldgico observado na regido do grande Rio (Rio de
Janeiro e cidades adjacentes), tanto que era justificivel a publicagdo de trabalhos com
apresentacao de casos clinicos isolados (50). Apds a década de 1990, ao contrério, a doenca
passou a ser diagnosticada com elevada frequéncia e constatada uma incidéncia muito
superior a todos os padrdes epidemioldgicos conhecidos em relagdo a doenga. O elevado
numero de casos desta micose em gatos tem despertado o interesse dos clinicos, micologistas,
patologistas e epidemiologistas. Nestes animais, a forma cutaneo-linfitica é a mais frequente

(Fig. 1).
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Numa anélise retrospectiva dos numerosos casos de esporotricose diagnosticados em
gatos na Fiocruz no periodo de 1998 a 2001, foram identificados 10 portadores assintométicos
e 91 assintomdticos e aparentemente sadios (12, 51). Entre os animais com diagndstico
positivo, havia casos com infec¢do subclinica; com lesdes isoladas e regressdo expontanea e
com a forma sistémica fatal. Cerca de 19% dos casos apresentaram a doenca na forma
linfocutanea; 35% tiveram o envolvimento dos tratos respiratério e digestivo e 39,5% dos
animais apresentaram lesdes cutaneas mdltiplas (12, 13, 52), As lesdes podem ocorrer no
nariz (“nariz de palhago™), cabeca, patas, cauda e em outras partes do corpo. Decorrentes da
inoculacdo do fungo por lesdes traumadticas, surgem pdpulas e nédulos multiplos que evoluem
para ulceras que podem chegar a extensas dreas de necrose com eliminagdo de exsudato
purulento, podendo haver também o envolvimento de tecido muscular e dsseo. Pela
autohigienizacdo com a lingua, ocorre disseminacdo da infec¢do para outras dreas do corpo.
Do mesmo modo, por causa do prurido, o animal costuma esfregar as patas sobre a lesdo
ulcerada, contaminando-a com as leveduras presentes em sua superficie. Em consequéncia,
uma lesdo poderd se desenvolver no coxim plantar e se tornar ulcerada, transformando-se
numa fonte de contaminacdo para outras dreas do corpo do animal. Como acontece em outras
espécies de animais, o S. schenckii invade a circulacdo linfatica e suas células sdo retidas nos
nddulos linféticos. Nesses nddulos e, porque o fungo continua a se multiplicar, logo ocorre o
infartamento do nédulo, seguindo-se o seu rompimento e ulceracdo apresentando continua
eliminagdo de material purulento. Pelos vasos linféticos eferentes, as células fungicas chegam
ao ndédulo seguinte e, desta maneira, os nddulos da cadeia ganglionar serdo infectados
resultando, assim, numa cadeia de nodulagdes perceptiveis visualmente ou pela palpagdo. Nos
gatos, entretanto, este padrdo de disseminacdo da infeccdo também € acompanhado pela
disseminagdo aleatdria pela lingua e das patas contaminadas pelas leveduras presentes na
superficie das tlceras (15) ( Fig. 1).

Y
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Figura 1. Gatos com lesdes ulceradas, localizadas em diversas partes do corpo.

A\

Coleta de Material

Considerando que o Sporothrix schenckii tem predilecio pelo sistema linfatico, o
material mais adequado para ser coletado € um nddulo linfatico infartado, devendo-se evitar
contaminacgdes externas. Deve ser retirado por inteiro por meio de uma incisdo cirdrgica.
Quando houver ulceragdes, o material pode ser coletado com o auxilio de um swab estéril
(Fig. 2) que deve ser friccionado na superficie da lesdo, que € rica em células do fungo.
Bidpsias também podem ser feitas, utilizando-se de colora¢des como o PAS para evidenciar o
fungo pela histopatologia. Quando se tratar de infeccdes disseminadas ou de localizagdo
especifica, a forma de coleta e o tipo de material irdo variar em cada caso. Assim, pode ser
necessario coletar sangue, urina, secrecdo nasal, saliva, fluido sinovial ou liquido
céfalorraquidiano (15).
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Figura 2. Material coletado na superficie de lesdo ulcerada com o auxilio de swab estéril,
Citologia/ Histopatologia

A observacdo microscopica do fungo no material patolégico pode ser realizada em
esfregacos submetidos as colora¢des convencionais como Gram, Giemsa, Panético, Novo azul
de metileno ou em cortes histolégicos corados pelo PAS, Tricromico de Gomori ou
Metenamina prata. Em todos os casos o Sporothrix sp apresenta-se como leveduras ovaladas,
arredondadas ou em forma de charuto, livres ou no interior de macréfagos (Fig. 3). Sua
parede celular € refritil e o citoplasma pode se retrair, dando a impressdo de haver uma
capsula. Neste caso, é preciso cuidado para ndo confundi-lo com o Cryptococcus
neoformans. Nas lesdes ulceradas, as leveduras sdo encontradas em grande nimero,
especialmente em gatos, enquanto que no homem e em outros animais como os cies € em
lesdes ndo ulceradas observa-se um ndmero menor ou, elas podem ndo ser encontradas.
Melhores resultados podem ser conseguidos pela imunofluorescéncia com a utilizacdo de
anticorpos marcados com fluoresceina ou rodamina, mas este procedimento é de aplicagdao
limitada pela dificuldade em se encontrar os reagentes e por serem caros os equipamentos
(15).

Figura 3. Sporothrix sp em forma de leveduras ovaladas e arredondadas, livres ou no interior
de macrofagos.

Cultivo e identificacao

Com base em critérios filogenéticos foi criado o complexo S. schenckii, considerado
um conjunto composto por seis espécies cripticas (16) que sdo indistinguiveis
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macroscopicamente e sao muito parecidas quanto as suas caracteristicas microscopicas. Como
a identificdo genotipica das espécies demanda procedimentos pouco acessiveis aos
laboratdrios de rotina diagndstica, foram definidos critérios fisioldgicos e nutricionais para a

distin¢do classica entre as espécies (16). Quadro 1.

Isolamento e dimorfismo - Embora a observacdo de elementos fingicos na
microscopia direta de tecidos ou de fluidos possa sugerir um diagndstico de esporotricose, a
confirmacao pelo isolamento e identificacdo da espécie € indispensdvel. Para isso € necessario
cultivar o material suspeito em meios de cultura seletivos (acrescidos de cloranfenicol e
cicloheximida) (15, 35). Como as espécies que compdem o complexo Sporothrix schenckii
sdo dimorficas, o material que for coletado de lesdes deverd ser semeado em dois meios de
cultura diferentes: agar infusdo de cérebro e corac¢do, com incubagdo a 37°C e no meio de
Sabouraud dextrose agar que devera ser incubado a 25° C. Em certos casos, a conversdo para a
fase leveduriforme requer diversas subculturas e incubagdo prolongada a 37°C. Assim
procedendo, o crescimento do fungo serd de dois tipos:

a) leveduriforme nos cultivos a 37°C, caracteristica que € semelhante 2 observada
quando o fungo se encontra parasitando o tecido animal. Nestas condi¢des, o crescimento tera
consisténcia cremosa e sua cor serd creme (15) e, na microscopia, suas cé€lulas serdo
predominantemente alongadas, mas também com presenca de células ovéides e arredondadas;

b) micelial quando a incubacio tiver sido feita a 25° C. Este tipo de crescimento
corresponde ao que se observa no meio ambiente na superficie de vegetais. Neste caso, o
fungo crescerd formando coldnia enrugada, aderente ao meio de cultura, constituida por uma
pelicula muito resistente formada por um denso entrelacado de suas hifas, apresentando as
vezes um micélio aéreo. Um dos aspectos considerados importantes para a caracterizacdo do
S. schenckii é a pigmentacdo de suas coldnia que, em seu inicio, tem a cor creme e, depois
vai escurecendo, gradativamente, até se tornar cinza, depois cinza escuro e, finalmente, negra
(15) (Fig. 4). Esta pigmentagdo escura estd associada a produ¢do de melanina (53-55) que é
universalmente reconhecida como um fator de viruléncia produzido por diversos fungos
patogénicos .

Figura 4. Crescimento micelial em meio de Sabouraud evidenciando a pigmentagdo escura
associada a producao de melanina.

Morfologia microscépica - A microscopia do crescimento micelial observa-se hifas
finas septadas e pequenos conidios dematidceos (40) produzidos em denticulacdes presentes
em pequenas dilatacOes existentes nas extremidades de conididforos ou podem ser
encontrados ligados diretamente as hifas (Fig. 5). Os meios de cultura indicados para o estudo
da conidiogénese sdo o agar batata dextrose (PDA) e o agar farinha de milho (CMA) (54) e o
diametro das coldnias € determinado em cultivos no meio PDA com incubacgdo por 21 dias a
30°C.
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Figura 5. Microscopia de crescimento micelial evidenciando hifas finas e septadas e os
conidios pigmentados.

Quadro 1. Principais diferengas morfofisioldgicas entre as espécies do complexo Sporothrix
schenckii. Adaptado de Marimon et al.(16) e Rodrigues (28).

Colonias
Conidios maiores que . Teste de Teste de
- . Crescimento N NN
Espécies sésseis 50mm em PDA 437 °C assimilacdo  assimilacdo
pigmentados | a30°C por 21 de sacarose | de rafinose
dias
S. brasiliensis Sim Nao Sim - -
S. luriei Nao Nao Sim - -
S. globosa Sim Nao Nao + -
S. mexicana Sim Sim Sim + +
S. schenckii Sim Nao Sim + +
S. albicans Nao Sim Sim + -

Chave taxonOmica para a identificacdo das espécies do complexo Sporothrix schenckii.
Adaptado de Marimon et al. (16, 27) e Rodrigues (28).

Nao assimila sacarose: S. brasiliensis e S. luriei.

Assimila sacarose: S. globosa, S. mexicana, S. schenckii e S. albicans.

Colonias com didmetro até 30 mm aos 21 dias em PDA a 35 °C; produgdo de conidios sésseis
e pigmentados e conidios simpodiais de 2 a 6 pum de didmetro: S. brasiliensis.

Coldnias com diametro acima de 30 mm aos 21 dias em PDA a 35 °C; auséncia de conidios
sésseis e pigmentados e conidios simpodiais de 4 a 10 um de diametro: S. luriei.

Diametro das colonias acima de 50 mm aos 21 dias em PDA a 30 °C: S. mexicana, S.
albicans.

Diametro das coldnias abaixo de S0mm aos 21 dias em PDA a 30 °C: S. brasiliensis, S. luriei,
S. globosa, S. schenckii.

Assimila rafinose; colonias com coloracdo marrom em duas semanas em CMA a 30°C: S.
mexicana.

Nao assimila rafinose; coldnias permanecem incolores apds duas semanas em em CMA a 30 °C: S.
albicans.
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Nao assimila rafinose; temperatura maxima para o crescimento vegetativo € 35°C; conidios
sésseis pigmentados, globosos ou subglobosos: S. globosa.

Assimila rafinose; temperatura méaxima para o crescimento vegetativo é 37 °C; conidios
sésseis pigmentados cuneiformes: S. schenckii.

Deteccao molecular

Sabe-se que os diagndsticos das micoses sao demorados porque, em sua maioria, eles se
baseiam no cultivo e na identificacdo do agente etiolégico que, em geral, cresce lentamente.
Por isso, de ha muito tempo, os micologistas clinicos vém buscando por novos procedimentos
que permitam acelerar os lentos procedimentos laboratoriais atuais (56). Nos tltimos anos tém
sido introduzidos novos métodos que nao se utilizam dos tradicionais procedimentos de
cultivo (57), seguidos da caracterizacao morfolégica, bioquimica, fisiolégica ou soroldgica, os
quais podem nao ser conclusivos em virtude da presenca de nimero pequeno de células
fingicas nos materiais patolégicos ou quando nio € possivel obter crecimento do fungo ou,
ainda, pela predominancia de outros micro-organismos na lesdo. Nestes casos, os métodos de
deteccao molecular podem ser mais praticos e sdao mais rdpidos. Até o presente momento,
entretanto, foram poucas as propostas de métodos baseados em deteccdo molecular para o
diagndstico da esporotricose e, certamente, ainda hd muito o que fazer para tornd-los mais
simples e baratos. Tomando por base o gene da quitina sintetase foram desenvolvidos primers
de oligonucleotidicos especificos para a deteccado molecular do S. schenckii em bidpsias de
pacientes (17). Tendo como alvo iniciadores especificos para a sequéncia do gene rRNA 188,
foi possivel, pela técnica de Nested-PCR, detectar DNA gendomico de S. schenckii em
amostras coletadas de pacientes (58), tornando mais agil o diagndstico da esporotricose,
assim como, possibilitou o esclarecimento de casos clinicos em que tanto os testes
histoquimicos como a cultura foram negativos. Conjuntos de primers de oligonucleotideos
alvos para o gene da topoisomerase II foram utilizados para a identificacdo do S. schenckii
pelo PCR (59). Sondas especificas de DNA foram empregadas na identificagdo de fungos
dimorficos, incluindo o S. schenckii, isolados de casos clinicos pela detec¢dao de produtos da
amplifica¢do de PCR por meio de ensaios imunoenzimaticos (60).

Tratamento

A esporotricose responde bem ao tratamento oral com solugdes saturadas de iodeto de
potdassio nas dosagens de 40mg/Kg para caes e de 20mg/Kg para gatos a cada 12 a 24 horas e
continuando por 30 dias apds o desaparecimento total dos sintomas. Em gatos, este tratamento
tem sido evitado pelos veterindrios porque € comum a ocorréncia de iodismo, caracterizado
por vOmitos, anorexia, depressdo, ictericia, tremores, corrimento nasal e ocular, hipotermia,
insuficiéncia cardiaca. Nestes casos, o tratamento deve ser interrompido por uma semana,
reiniciando-o com a mesma dosagem ou com dosagem mais baixa ou o iodeto pode ser
substituido por cetoconazol, itraconazol ou fluocitosina. Em gatos, bons resultados t€ém sido
obtidos com dosagens de 50mg de itraconazol por animal. Em todos os casos, o tratamento
deve ser continuado por 30 dias depois de desaparecidos os sinais. O tratamento de grandes
animais pode ser feito com o iodeto de potdssio adicionado a racdo e fornecido aos animais,
inclusive de forma preventiva, quando houver casos no plantel (15).

Alguns cuidados devem ser mantidos durante o tratamento, por se tratar de uma zoonose
que pode ser transmitida ao homem pelo contato com as lesdes ulceradas dos animais. E
muito importante que o animal seja mantido em isolamento e que se faca uso de luvas todas as
vezes em que houver contato fisico com o animal. Criangas, idosos, aidéticos, diabéticos e
qualquer outro individuo que seja portador de uma doenca crOnica ou esteja
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momentaneamente imunossuprimido, deve manter distancia do animal com esporotricose. O
ambiente em que o animal se encontra e os utensilios utilizados, devem ser higienizados
periodicamente com substancias antifingicas (hipoclorito, por exemplo).

CONSIDERACOES FINAIS

Com o desdobramento da espécie Sporothrix schenckii e a constituicio de um
complexo de espécies cripticas composto por seis espécies, modificaram-se os procedimentos
da rotina diagndstica da esporotricose com a necessdria inclusdo de novos aspectos
morfoldgicos e nutricionais. Com esta nova conceituacdo torna-se necessario amplificar os
estudos sobre epidemiologia e determinar as possiveis correlagdes de cada espécie com as
varias manifestacdes clinicas da doenca. Serd, também, importante caracterizar os fatores de
viruléncia inerentes a cada espécie e determinar a sensibilidade especifica as diversas formas
de tratamento disponiveis.
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RESUMO

As bactérias do género Clostridium sdao bastonetes, Gram-positivos e anaerébios. Devido a
alta capacidade de esporulacido da maioria das bactérias patogénicas desse grupo, as infec¢oes
e intoxicagdes causadas pelo género Clostridium, conhecidas por clostridioses, sao de dificil
erradicacdo e estdo entre as principais enfermidades dos animais domésticos em todo mundo,
principalmente de ruminantes. Esta revisdo tem como objetivo abordar as principais
clostridioses que acometem os animais domésticos no Brasil, abordando os principais
aspectos e ocorréncia do botulismo, tétano, mionecroses (gangrena gasosa e carbunculo
sintomadtico), doencas causadas por C. perfringens e diarreias e colites causadas por C.
difficile.

Palavras-chave: diarreia, mionecrose, enterotoxemia, botulismo, tétano.
CLOSTRIDIAL INFECTION IN FARM ANIMALS
ABSTRACT

Bacteria from generus Clostridium are rod, Gram-positive and anaerobic bacteria. Clostridial
infections are considered one of the most important group of diseases of domestic animals,
mainly in ruminants. Most pathogenic clostridial species are able to sporulate and has a
marked dissemination in the environment, making infections and poisoning by these bacteria
virtually impossible to eradicate. The aim of this review is to describe main clostridial
diseases from domestic animals in Brazil, focusing in main features and occurrence of
botulism, tetanus, myonecrosis (gas gangrene and blackleg), diseases by C. perfringens and
diarrhea and colitis caused by C. difficile.

Keywords: diarrhea, myonecrosis, enterotoxemia botulism, tetanus.
ENFERMEDADES CLOSTRIDIALES DE ANIMALES DE GRANJA
RESUMEN
Las bacterias del género Clostridium son bastonetes, Gram positivos, anaerébicos. Debido a

la alta capacidad de esporulacién de la mayoria de microorganismos pertenecientes a este
grupo, las infecciones e intoxicaciones por bacterias del género Clostridium, conocidas como
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clostridiosis, son dificil de erradicar y se encuentran entre las principales enfermedades que
afectan los animales domésticos en todo el mundo, principalmente en rumiantes. Esta revision
tiene como objetivo abordar las principales clostridiosis que afectan los animales domésticos
en Brasil, enfocando aspectos bdsicos y ocurrencia de botulismo, tétano, mionecrosis
(gangrena gaseosa y carbunco sintomadtico), enfremedades causadas por C. perfringens,
diarreas y colitis por C. difficile.

Palabras clave: diarrea, mionecrosis, enterotoxemia, botulismo, tétanos.
INTRODUCAO

O género Clostridium foi primeiramente descrito por A. Prazmowski em 1880 e desde
entdo foram identificadas mais de 225 espécies distribuidas em dreas geograficas distintas.
Clostridium spp. sdo bastonetes Gram-positivo, esporulados e anaerdbios estritos, sendo a
maioria constituinte da microbiota intestinal de animais e seres humanos, porém apenas
algumas espécies sdo capazes de causar enfermidades nos animais.

Muitos dos processos infecciosos e intoxicagdes que afetam os animais domésticos sao
causados por bactérias do género Clostridium. Estas doencas sdo chamadas de clostridioses, e
possuem altas taxas de letalidade. Devido a alta capacidade de esporulacdo, as bactérias desse
género sdo capazes de se manter potencialmente infectantes no solo por longos periodos,
representando um risco significativo para a populacdo animal e humana. Mesmo sendo
capazes de produzir doenca em animais e seres humanos, sdo raramente considerados agentes
zoondticos.

As bactérias patogénicas que compdem este género causam doencas basicamente por
dois mecanismos: produgcdo de toxinas e invasdo de tecidos. Os clostridios penetram no
organismo na forma esporulada, por meio de alimento contaminado, feridas ou por inalagdo.
As toxinas sdo produzidas no organismo do animal ou sdo ingeridas pré-formadas.

Dentre as toxinas de origem clostridial, destacam-se as neurotoxinas botulinicas,
tetanica e a toxina épsilon produzida por C. perfringens tipo B e D, como as mais potentes
toxinas de origem microbiana conhecidas.

As clostridioses estdo entre as principais enfermidades que acometem os animais
domésticos no pais com altas taxas de morbidade e letalidade, acarretando grandes prejuizos
econdmicos ao setor produtivo.

Os principais agentes envolvidos e as enfermidades causadas pelas bactérias do género
Clostridium sdo apresentadas no quadro 1.
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Quadro 1: Principais doengas clostridiais e seus agentes causadores

DOENCA AGENTE CAUSADOR
Doengas Tétano Clostridium tetani
Neurotropicas Botulismo Clostridium botulinum

Doencas Hepéticas Hepatite necrdtica
Hemoglobindria bacilar

Enterotoxemia dos Bovinos

Clostridium novyi tipo B
Clostridium haemolyticum
Clostridium perfringens tipos A, B,

Doengas causadas por

Clostridium Adultos C,DeE
perfringens Doencga do Rim Pulposo
Enterotoxemia Hemorragica
Mionecroses Carbunculo sintomético Clostridium chauvoei
Gangrena gasosa ou edema | Clostridium septicum
maligno Clostridium sordellii
Clostridium novyi tipo A
Clostridium perfringens tipo A
Diarreias Colite pseudomembranosa Clostridium difficile

Esta revisao abrange as principais clostridioses que acometem os animais de produgio
no Brasil.

CLOSTRIDIOSES
DOENCAS CAUSADAS POR Clostridium perfringens

As afeccOes causadas por C. perfringens ocorrem sob condi¢des especificas e na
presenca de determinados fatores predisponentes. Como consequéncia, ocorre a multiplicagao
do agente no trato gastrointestinal dos animais e producdo de exotoxinas, principais
responsaveis pelo desenvolvimento do quadro nosolégico. C. perfringens é classificado em
cinco tipos (A-E), com base na producdo de quatro toxinas principais, alfa, beta, épsilon e iota
(quadro 2) (1).

Quadro 2: Caracterizacdo das toxinas alfa, beta, épsilon e iota de C. perfringens

Toxina alfa Toxina beta Toxina épsilon Toxina iota
Codificagdo Gene plc Gene cpb Gene etx Genes iap e iab
Origem Cromossomal Plasmidial Plasmidial Plasmidial
Peso molecular 43 40 33,7 47,5 e 105
(kDa)
Efeito principal Hemolise Formacao de Alteragdo na Alteragdo na
intravascular, poros e permeabilidade | organizagao do
danos capilares e alteracdo na vascular. citoesqueleto
agregacao permeabilidade celular.
plaquetaria. vascular.

Clostridium perfringens tipo A

Clostridium perfringens tipo A tem sido isolado do intestino de diversas espécies de

animais, sendo considerado componente da microbiota normal. Evidéncias sugerem seu
envolvimento na diarreia em leitdes lactentes, enterite necrdtica em aves e doenca do
“cordeiro amarelo” em ovinos (2).
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Em suinos, a infeccdo acontece em leitdes lactentes com um a quatro dias de vida, que
se infectam logo apds o nascimento com 0s esporos presentes no ambiente e nas fezes das
porcas. Em um estudo retrospectivo realizado nos Estados Unidos da América, nos anos de
2005 e 2006, C. perfringens tipo A foi identificado como o principal agente causador de
diarreia neonatal, compreendendo 48% das 273 amostras analisadas (3). No Brasil existem
apenas duas publicacdes relatando o envolvimento deste agente como causador de diarreia
neonatal suina, em 2003, por Moreno et al. (4), que isolaram C. perfringens tipo A, beta-2
positivo, de leitdes de um a cinco dias de idade, de quatro surtos de diarreia neonatal na regido
Sul do pais. E em 2004, Costa et al. (5) isolaram o agente em trés rebanhos de granjas
comerciais dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. A patogenia da infec¢do envolve a
participacdo da toxina alfa, entretanto existem relatos, que atribuem a toxina beta-2 e ndo a
toxina alfa, como a responsdvel pela ocorréncia de diarreia (6). Os sinais clinicos consistem
em diarreia mucdide e pastosa, de coloracdo amarelada e ndo hemorrdgica, apatia,
desidratacio e baixa taxa de crescimento. A necropsia, pode ser encontrada hiperemia discreta
a moderada da mucosa intestinal e dilatacao de alg¢as intestinais devido a producdo aumentada
de gases e excesso de conteddo liquido (5). Em geral, as lesdes ndo sdo muito graves, sejam
elas macro ou microscépicas permitindo sugerir que a diarreia que acompanha estes quadros
seja do tipo secretdria (3).

A enterite necrética afeta tanto frangos de corte quanto aves silvestres, e, atualmente,
além da acdo da toxina alfa, tem sido proposto o envolvimento da toxina NetB (7). Diversos
fatores predisponentes sao conhecidos hoje, entre eles, a ocorréncia de doencas concomitantes
como coccidiose, o tipo de dieta, estresse e elevada densidade animal. Em granjas comerciais,
afeta principalmente animais jovens, entre duas e cinco semanas de idade, e pode ocorrer de
maneira aguda ou branda, com mortalidade de até 50%, entretanto, a doenca ocorre mais
comumente na forma branda, na qual as aves apresentam sinais clinicos inespecificos com
queda no desempenho zootécnico, traduzida por uma taxa de crescimento reduzida e a
desuniformidade do lote (8).

A doenca do “cordeiro amarelo” € uma enterotoxemia também causada pela acdo da
toxina alfa e tem sua patogenia baseada na hemdlise de eritrocitos com a liberacdo de
hemoglobina. Os animais acometidos apresentam depressdo, anemia, ictericia e
hemoglobintria. O curso clinico da doenca € de seis a 12 horas, podendo o animal vir a 6bito.
Uma condi¢@o semelhante é descrita em caprinos e bezerros (2).

Clostridium perfringens tipo B

E o agente causador da disenteria em cordeiros recém nascidos, podendo afetar também
caprinos, bezerros e potros. Esta afec¢cdo acomete cordeiros com menos de duas semanas de
idade e é causada principalmente pela acdo da toxina beta, que € inativada por enzimas
proteoliticas, como a tripsina. O fato de a doenga ocorrer primariamente em animais recém
nascidos advém do excesso de colostragem, por ser o colostro fonte de fatores antitripsinicos,
favorecendo assim a acdo da toxina. A doenga apresenta morbidade em torno de 30%, com
letalidade podendo atingir 100% dos animais acometidos. O curso € superagudo, em geral em
poucas horas os animais apresentam fortes dores abdominais, redu¢cao na suc¢do do colostro
e/ou leite, fezes semifluidas e coradas de vermelho, além de desenvolverem o quadro de
enterite, com extensa hemorragia e ulceracao do intestino delgado (9).

Clostridium perfringens tipo C
Agente primdrio de enterites necrdticas hemorragicas em leitdes com até sete dias de

vida, podendo ocorrer de forma precoce, afetando animais com menos de 12 horas de vida.
Ao contrario do C. perfringens tipo A, o tipo C é encontrado em menor frequéncia e
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quantidade no intestino de animais sauddveis. O agente pode ser transmitido na forma
vegetativa de leitdes para leitdes ou por meio de esporos presentes nas fezes das maes. Em
estudos de prevaléncia Yaeger, Funk e Hoffman (10) diagnosticaram em 100 leitdes que
apresentavam diarreia com até 10 dias de vida, 2% de C. perfringens tipo C como dnico
agente. No Brasil ndo ha trabalhos de prevaléncia deste agente.

Na forma superaguda os sinais clincos aparecem entre 12 a 24 horas apds o nascimento
do leitdo, e a morte em até 24 horas. Sao observadas diarreia hemorragica com consisténcia
aquosa e severa desidratacdo. Nos casos agudos, pode-se observar diarreia hemorrédgica, com
presenca de restos necroticos, sinais de dor abdominal, desidratacdo, apatia e a morte podendo
ocorrer por obstru¢do intestinal ou toxemia. A forma cronica € bem menos frequente, as fezes
apresentam coloragdo amarelada a esbranquicada, sendo facilmente confundida com as
diarreias causadas por outros enteropatégenos (11). A necropsia, as lesdes estio comumente
restritas ao intestino delgado e podem ser vistos variados graus de hiperemia do mesentério,
enterite fibrinonecrética e contetido intestinal sanguinolento. Microscopicamente, as lesdes
sao de necrose profunda da mucosa do intestino delgado, podendo se estender até o ceco e
por¢des do célon, com hemorragia na lamina prépria, submucosa e camadas musculares (12).

Clostridium perfringens tipo C também € descrito como agente da enterite hemorragica
em ovinos recém-nascidos, determinando um quadro clinico e patolégico muito semelhante
ao produzido pelo Clostridium perfringens tipo B. Ainda € responsdvel por um quadro
superagudo em ovinos adultos denominado de “Struck™, que se caracteriza por morte subita

(2).
Clostridium perfringens tipo D

Agente da enterotoxemia comumente denominada de doenga da superalimentacao ou do
rim pulposo. Enfermidade de distribuicio mundial, que afeta primariamente ovinos de
qualquer idade com excecao dos recém nascidos, € em menor frequéncia caprinos e bovinos.
No Brasil existem relatos da doenca nas trés espécies mencionadas (13-15). Alteracdes na
microbiota rumenal em decorréncia de mudangas bruscas na alimentacdo, fornecimento de
dietas ricas em carboidratos e pobre em fibras, dentre outros fatores, levam a multiplicacao do
agente em propor¢des logaritmicas, produzindo grandes quantidades da toxina épsilon, na
forma de protoxina, sendo convertida em uma proteina letal pela acao da tripsina digestiva ou
por toxinas secunddrias do C. perfringens. A toxina ativada atua sobre o epitélio intestinal,
causando aumento da permeabilidade vascular, e, ao atingir a circulacdo sanguinea, atinge
orgdos como cérebro, rins, pulmdes, figado e coracdo, onde se liga a receptores especificos
nas células endoteliais, levando a uma degeneracdo dessas células. Com aumento da
permeabilidade vascular, ocorre extravasamento de liquidos e proteinas para o espago
perivascular, com consequente edema. Quando ocorre no tecido cerebral € denominado edema
perivascular proteindceo eosinofilico ou microangiopatia (16).

Em condi¢des naturais e na maioria dos casos, a morte dos animais ocorre durante as
primeiras seis a 18 horas, mas se sobrevivem por mais de 36 a 48 horas, ocorre necrose do
tecido cerebral, conhecida como encefalomaldcia focal simétrica (17). A forma clinica mais
frequente € a superaguda, com morte entre quatro a oito horas, podendo ser observadas
alteracdoes neuroldgicas como opistétono e movimentos de pedalagem; e alteracdes
respiratorias como taquipnéia e edema pulmonar. Caprinos também podem apresentar essas
trés formas da doenca, porém as lesdes neuroldgicas sdo pouco frequentes, observando-se
principalmente lesdes entéricas, como diarreias e enterocolites, sendo as lesdes neurologicas
restritas a achados histopatolégicos de edema perivascular proteindceo eosinofilico ou
microangiopatia. A necropsia, os achados podem ser pouco evidentes, mas em alguns casos
encontram-se hidrotérax, hidropericardio, hidroperitdneo, edema pulmonar e hérnia do
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cerebelo (16). Em caprinos, além das alteracdes anteriormente descritas, observam-se quadros
de enterocolites, hemorragias da serosa do célon, e edema dos linfonodos mesentéricos (13).

Clostridium perfringens tipo E

Produz enterotoxemia em cordeiros, bezerros e coelhos. Sua patogenia estd envolvida
com a produgcdo da toxina iota, que precisa ser ativada por enzimas proteoliticas para
promover a sua atividade bioldgica, causando citdlise. O quadro clinico envolve diarréia
hemorrdgica com morte do animal em poucas horas. A necropsia observam-se dreas de
hemorragia e edema na mucosa intestinal, podendo atingir a mucosa do abomaso (9).

Diagnéstico

O diagnostico confirmatdrio estd na dependéncia direta da detec¢do da(s) toxina(s)
produzida pelos agentes, diretamente no conteido intestinal. O método convencional para
deteccao destas toxinas € o teste de soroneutralizacio em camundongos. Também existem
diferentes técnicas de PCR que, apesar de ndo detectarem diretamente a(s) toxina(s)
produzida(s) pelos C. perfringens dos tipos A-E, e sim os genes que codificam a produgdo das
mesmas, permitem a tipificacdo do C. perfringens envolvido em um determinado caso ou
surto (18). Apesar da presenca de toxinas no conteido intestinal ser o mais importante
indicador das enterotoxemias, € necessario combinar este achado com outros, especialmente o
histérico do animal e da propriedade, sinais clinicos, achados de necropsia e histopatologia
dos 6rgaos com lesoes (2).

Controle

As medidas de controle visam o manejo correto de higiene, desinfec¢cio do ambiente e
vacinagOes sistematicas de todo o rebanho, jd que os animais estdo em permanente contato
com os agentes e com os fatores que poderdo desencadear as doencas. Nas doencas que
afetam animais jovens, a vacinag¢do das fémeas, no intuito de transferir imunidade passiva a
progénie, € a principal estratégia. Nos animais acima de quatro meses de idade recomenda-se
a primovacina¢do, com uma dose refor¢co quatro a seis semanas apds e revacinagdo anual.
Entretanto, a inexisténcia de vacinas especificas no mercado brasileiro, principalmente para
aves e suinos, obriga a utiliza¢do cada vez mais precoce de antimicrobianos (9).

DIARREIA POR Clostridium difficile
Historico

Apesar de C. difficile ter sido isolado pela primeira vez em humanos em 1935, a
infeccdo por este agente em animais domésticos, principalmente suinos e equinos, s6 foi
relatada pela primeira vez na década de 80. Em poucos anos, este micro-organismo ganhou
notoriedade como agente de afec¢des entéricas nestas duas espécies, sendo hoje considerado a
principal causa ndo controlada de diarreia em leitdes na Europa e Estados Unidos (19).

Etiopatogenia

A infeccdo por C. difficile inicia-se pela transmissdo fecal-oral de esporos eliminados
por animais infectados ou portadores sauddveis. Em geral, a microbiota intestinal impede o
estabelecimento do agente, sendo que a infec¢c@o ocorre na auséncia de uma microbiota capaz
de inibir a colonizag@o pelo micro-organismo. Dessa forma, comumente C. difficile coloniza o
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intestino ap6s uma deplecdo dos micro-organismos intestinais causada pela antibioticoterapia,
ou previamente ao estabelecimento completo da microbiota, como ocorre em leitdes nas
primeiras horas de vida (20). Apds a colonizagdo, estirpes de C. difficile produzem as toxinas
A e B, ambas capazes de causar desorganizacido do citoesqueleto, comprometendo assim as
jungdes celulares, e causando também arredondamento celular e apoptose. Com a lesao do
epitélio intestinal, as toxinas podem ganhar a circulagdo sistémica, levando a uma intensa
migragdo leucocitdria intestinal e agindo também a distancia no organismo (21).

A doenca

As infec¢oes por C. difficile (ICD) em suinos acometem principalmente leitdes com até
sete dias de idade, ocorrendo contamina¢do dos neonatos por esporos eliminados pela porca,
seguido da colonizacdo logo nas primeiras horas de vida (22). A ICD nesta espécie é
caracterizada pelo baixo desenvolvimento corporal, colite e edema de mesocélon, sendo que
apenas parte dos animais infectados apresentam diarreia. Dessa forma, € importante ressaltar
que a simples auséncia de contetido diarreico no c6lon ndo descarta a possibilidade de
infeccdo, sendo a doenga comumente subclinica em suinos. Outro aspecto relevante da ICD
em suinos é a possibilidade de participagdo em outras comorbidades entéricas, como a
infeccdo por rotavirus, C. perfringens ou E. coli (23).

No Brasil, levantamentos recentes sugerem uma alta prevaléncia da doenga no Rio
Grande do Sul e Minas Gerais (19, 20). Neste ultimo, observou-se que mais da metade das
granjas avaliadas possuiam a doenca no plantel, sugerindo uma grande disseminacdo da ICD
(24). Além disso, em um estudo de diagndstico diferencial dos principais enteropatégenos em
leitdes na maternidade (rotavirus, Escherichia coli enterotoxigenica, Isospora suis,
Clostridium perfringens e Clostridium difficile), foram encontradas as toxinas A/B e/ou lesdes
histoldgicas caracteristicas do agente em aproximadamente 50% dos animais. Esses resultados
sugerem uma queda na prevaléncia dos agentes cldssicos causadores de diarreia e uma
crescente importancia de C. difficile como patdgeno entérico, confirmando a infec¢do por este
agente como uma das principais causas de diarreia neonatal em suinos na atualidade.

Em equinos, a infec¢do por C. difficile acomete potros entre um dia e cinco meses de
idade, sendo caracterizada por uma diarreia profusa, desidrata¢do, e presenca de gis no
intestino grosso (25). A ICD pode ocorrer de forma espontanea ou devido a utilizacdo prévia
de antimicrobianos, sendo que os mais comumente relacionados ao desenvolvimento da ICD
em equinos incluem principalmente as cefalosporinas, os aminoglicosideos e os
betalactamicos em geral (25-27).

Trabalhos sobre ICD em potros no Brasil limitam-se a duas descri¢des de diagndstico
(26, 27), sendo que a prevaléncia da doenga nesta espécie permanece obscura no pais. Em
ambos os relatos descritos até o momento, houve uma suspeita inicial de salmonelose,
havendo agravamento dos sinais clinicos devido a antibioticoterapia incorreta. Estes trabalhos
confirmaram a ocorréncia da doenca em equinos no pais e demonstram a necessidade de
diagnéstico diferencial para as diarreias em potros, principalmente quando o inicio dos sinais
clinicos ocorreram poucos dias apds antibioticoterapia ou em casos onde antimicrobianos
comumente utilizados para outras causas de diarreia, como salmonelose por exemplo, nao
resultam em melhora clinica significativa.

Em equinos adultos, C. difficile tem sido relatado como um agente nosocomial causador
de diarreia aguda ou célica durante a internag@o e apds a antibioticoterapia prévia para alguma
outra doenga (25). Porém, até o presente momento inexistem relatos de infeccdo por C.
difficile em equinos adultos no Brasil.

Além da importancia direta em medicina veterindria, deve-se destacar ainda que a ICD
em animais domésticos tem sido foco de estudos devido a hipétese da ICD em humanos ser
uma zoonose. Essa questao surgiu ap6s a demonstragao de que estirpes de C. difficile isoladas
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de produtos carneos e de animais domésticos possuiam grande semelhanca genética com
estirpes de humanos com ICD (28). Mais estudos sao necessarios para confirmar a hipétese de
C. difficile como agente zoondtico, porém, se confirmada tal suspeita, a prevencao da doenca
em animais domésticos poderd passar a ser uma prioridade (24).

Diagnéstico

A deteccao da presenca das toxinas A/B pela visualizacdo do efeito citopdtico em
cultura celular € considerado, pela maioria dos pesquisadores, como o método ‘“padrdo-ouro”
para o diagnéstico de infec¢des causadas por C. difficile. Tal técnica tem como vantagem a
alta sensibilidade e especificidade. Porém, o resultado € demorado e permite processar apenas
poucas amostras por vez. Além disso, a manutencdo de linhagens celulares € outro ponto
desfavoravel pelo alto custo e necessidade de pessoal treinado (29, 30).

Outra opcdo para deteccdo das toxinas A/B sdo os kits comerciais de ELISA, de facil
execu¢do e resultado rdpido. Deve-se enfatizar, porém, que todos os Kkits presentes no
mercado até o momento foram padronizados para a deteccao das toxinas A/B a partir de fezes
de humanos, fazendo com que a sensibilidade e especificidade sejam extremamente varidveis
quando aplicados a espécimes clinicos de animais.

Trabalhos avaliando o desempenho de kits para detec¢do das toxinas A/B em espécimes
suinos sugerem que tais produtos apresentam sensibilidade ou especificidade baixas (31). Ja
para equinos, apenas um kit foi avaliado até o momento e sua performance foi considerada
adequada (32). Deve-se destacar, porém, que ndo existem estudos avaliando os Kkits
comerciais presentes no mercado brasileiro frente a amostras de fezes de suinos e equinos,
dificultando o diagndstico das infec¢des por C. difficile nessas espécies no pais.

Além da detec¢ao das toxinas A/B, o isolamento também tem sido utilizado como
diagndstico presuntivo, desde que seguido de confirmacdo da toxigenicidade do isolado. A
confirmacao da toxigenicidade comumente € realizada pela detec¢ao dos genes das toxinas A
(tcdA) e toxina B (tcdB) (30). Deve-se destacar, porém, que C. difficile pode ser um habitante
normal da microbiota intestinal, e apenas o isolamento ndo confirma a doenga (24).

Outra opg¢do relatada para o diagndstico, ainda pouco utilizada no Brasil, sdo os kits
comerciais de PCR em tempo real (rPCR). Inexistem estudos avaliando a rPCR em amostras
de equinos, mas relatos sugerem que a rPCR apresenta grande sensibilidade para humanos e
suinos (31). Até o presente momento, a proposta seria a utilizagdo da rPCR como um primeiro
teste de triagem, sendo resultados positivos confirmados por CTA, isolamento ou Kkits
comerciais de ELISA de alta especificidade (31, 32). Um grande entrave para utilizacao da
rPCR para diagnoéstico de ICD em animais € o custo, que € ainda mais elevado que das outras
técnicas de diagndstico.

Controle e Tratamento

O controle das infec¢des por C. difficile nas espécies domésticas é baseado em medidas
gerais de manejo, uma vez que inexistem vacinas disponiveis no mercado brasileiro até o
momento. Deve-se enfatizar ainda que o agente € um grande contaminante ambiental, sendo o
uso correto de produtos contendo cloro ativo e a higienizacdo das maos duas estratégias de
extrema importancia principalmente em hospitais veterindrios (25). Vale lembrar que a
aplicacdo de dlcool gel nas maos para eliminagdo dos esporos desse micro-organismo €
ineficiente (33).

Inexistem trabalhos sobre a sensibilidade antimicrobiana de estirpes de C. difficile
isoladas de animais domésticos no Brasil. Estudos com estirpes de C. difficile isoladas de
suinos nos EUA sugerem que tiamulina, virginiamicina e tilosina, incluidos na alimentagdo
dos animais podem ser tuteis na profilaxia ou terapia (34). J4 em equinos, além da terapéutica
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basica de suporte de animais diarreicos, preconiza-se a imediata substituicao do antibidtico
que culminou com a infec¢do por metronidazol, primeira escolha, ou vancomicina (25).

TETANO
Etiopatogenia

O tétano é uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada pela acdo das exotoxinas
produzidas pelo Clostridium tetani, as quais provocam altera¢des funcionais no sistema
nervoso central com aumento da excitabilidade. C. tetani € cosmopolita sendo comumente
encontrado no solo sob a forma de esporos e trato intestinal do homem e animais domésticos
(1, 9). A infecc@o ocorre geralmente pela contaminacdo por esporos na pele ou mucosa com
lesdes superficiais ou profundas de qualquer natureza. O corte e cura de umbigo de maneira
inadequada € uma potencial porta de entrada aos esporos de C. fetani em grandes animais.
Fatores como presenca de tecidos desvitalizados, corpo estranho, isquemia e infeccao
contribuem para a diminui¢io do potencial de oxirreducdo na lesdo o que favorece a
germinacdo dos esporos que se multiplicam e produzem as toxinas tetanolisina e
tetanospasmina, sendo a ultima responsével pelas caracteristicas clinicas do tétano.

A tetanospasmina é uma potente neurotoxina codificada pelo gene TeTx de origem
plasmidial ndo conjugativo. E produzida durante a fase estaciondria de crescimento como um
polipeptideo de peso molecular de 150KDa composta de uma cadeia pesada (HC) e uma
cadeia leve (LC) ligadas por meio de uma ligacdo dissulfeto. A HC apresenta o dominio de
ligacdo em sua regido C-terminal capaz de reconhecer receptores especificos nas terminagdes
pré-sindpticas do sistema nervoso central. A toxina € internalizada e transportada em
endossomos até o corpo celular do neur6nio motor, localizado na medula espinhal. Em
seguida, ocorre a acidificacdo do endossomo o que resulta em uma alteragdo conformacional
no dominio N-terminal da HC, seguida por sua insercio na membrana do endossomo e
passagem da L.C para o citosol da célula. Uma vez no citosol, a LC é capaz de clivar proteinas
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) responsaveis
pela exocitose em neurdnios. Com isso, ocorre reducdo da liberacdo de neurotransmissores
inibitérios como o dcido gama globulinico (GABA) e a glicina resultando em um quadro de
paralisia espéstica (35).

A tetanolisina € uma hemolisina capaz de provocar lise celular por meio da formacao de
poros por hidrdlise dos fosfolipideos da membrana plasmdtica (36). O significado clinico
desta enzima € desconhecido, entretanto, a mesma € inibida pelo oxigénio e colesterol
plasmaticos.

Dentre os animais domésticos, os equinos apresentam maior sensibilidade a neurotoxina
de C. tetani enquanto que os ovinos € caprinos possuem menor sensibilidade (9, 37). Os
gatos apresentam uma suscetibilidade de 7200 vezes menor para desenvolver a doenca
quando comparados aos equinos (38). O periodo de incubagdo € varidvel, mas comumente é
de 1 a 3 semanas (9, 37) e apresenta relacdo inversa com a gravidade e o progndstico da
doenca.

A doenca

Clinicamente, a doenca manifesta-se com febre baixa ou ausente e hipertonia muscular,
ocasionando trismo mandibular, rigidez da nuca, protrusdo de terceira palpebra, disfagia,
hiperextensdo de membros, opistétono e insufici€éncia respiratoria. A espasticidade da
musculatura facial (riso sardonico) comumente observada em humanos ja foi descrito em caes
e gatos. Inicialmente, os espasmos e contraturas paroxisticas sdo provocados por estimulos
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tacteis, sonoros, luminosos ou alta temperatura ambiente e, com a evolu¢ao da doenca podem
ser desencadeados espontaneamente. Em geral, o animal se mantém consciente (37).

Diagnéstico

O diagnéstico do tétano € baseado no histérico, anamnese e sinais clinicos, ndo
dependendo de confirmagio laboratorial. A necropsia, nio sio encontradas lesdes
significativas (39) e a presenca de porta de entrada para o agente nem sempre é observada
como em alguns relatos de surtos de tétano idiopético em bovinos jovens (37). E importante o
diagndstico diferencial para intoxicacao por metoclopramida e neurolépticos; intoxica¢ao por
estricnina com auséncia de trismo e hipertonia generalizada durante os intervalos dos
espasmos e meningite com presenca de febre alta desde o inicio, auséncia de trismo e vOomito.
Além destes, inclui-se como diagndstico diferencial a raiva, em que € possivel observar a
presenca de convulsdo, alteracdes de comportamento, auséncia de trismo além de histérico de
mordedura, arranhadura ou lambedura por animais.

Controle e Tratamento

Os principios bdsicos do tratamento do tétano sdo sedagdo, neutralizacdo da toxina
tetanica circulante por soro antitetdnico, debridamento do foco infeccioso, erradicacdo do
agente com administracdo de penicilina e medidas gerais de suporte. O animal deve ser
mantido em ambiente escuro e silencioso, com temperatura estavel e agraddvel a fim de
minimizar os sinais apresentados (39).

A vacinagdo com toxdide é a principal forma de prevencdo do tétano e o produto
comercial encontra-se disponivel para bovinos, ovinos, caprinos, equinos, suinos, caes e
gatos. A administracdo de reforco vacinal previamente aos procedimentos cirdrgicos, bem
como a administragdo de soro antitetdnico no momento ou apds os mesmos € essencial para a

profilaxia da doenca em equinos (37).
BOTULISMO
Historico

O botulismo, derivado do latim botulus, que pode ser traduzido como embutido, foi
descrito pela primeira vez em 1820, na Alemanha, apds varios casos de paralisia flacida em
humanos associada a ingestdo de embutidos e molhos com carnes. Tido inicialmente como
um fungo, foi apenas entre 1895 e 1897 que se demonstrou que o botulismo era causado pela
toxina de um bacilo anaerdbio, denominado como Bacillus botulinus. Durante esse mesmo
periodo, utilizando um filtrado de cultivo celular, livre de bacilos e esporos, sinais de paralisia
foram reproduzidos em animais de laboratdrio, confirmando a existéncia de uma toxina (40).

Etiopatogenia

Atualmente denominado Clostridium botulinum, este bacilo anaerébio € classificado em
sete tipos (A, B, C, D, E, F e G), baseado na especificidade antigénica da neurotoxina (BoNT)
produzida por cada estirpe. Codificadas pelo gene BoNT, essas toxinas sdo produzidas como
cadeias polipeptidicas de 150 kDa, as quais sdo clivadas em duas cadeias menores,
anteriormente a liberacdo pelo micro-organismo. Sendo assim, origina-se uma cadeia pesada
(HC), de 100 kDa, e uma cadeia leve (LC), de 50 kDa, que permanecem ligadas por meio de
uma ligacdo dissulfeto. A origem do gene BoNT varia entre os tipos de C. botulinum: tipos A,
B, E e F, os quais causam o botulismo humano, sdo de origem cromossomal; tipos C e D,

Lobato FCF. et al. Clostridioses dos animais de produgdo Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edi¢do Comemorativa): 29-
48.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 39

responsaveis pela grande maioria dos casos da doenga nos animais, possuem origem em
bacteri6fagos; ja para o tipo G a origem € plasmidial (41, 42).

O mecanismo de acdo das BoNTs é dotado de trés etapas: ligacdo, translocacdo e
atividade enzimdtica. Na primeira etapa, as HCs se ligam as membranas de neuronios,
principalmente colinérgicos, por meio de um sistema duplo-receptor, constituido por um
gangliosidio e um componente proteico. Em seguida, as BoNTs sdo translocadas para o
citoplasma neuronal via endocitose. Acredita-se que, durante esta etapa, as HCs formem poros
na membrana, pelos quais as LCs passam do meio extracelular para o intracelular neuronal.
Finalmente, as LCs clivam uma ou mais proteinas SNARE , responsaveis pela ancoragem e
fusdo de vesiculas contendo neurotransmissores nos terminais pré-sindpticos. Como resultado,
ocorre reducdo da liberagdo de acetilcolina nas jun¢des neuromusculares, o que leva a
inabilidade para contracdo muscular ou paralisia flacida dos musculos esqueléticos. Cada
sorotipo cliva ligagdes peptidicas especificas de uma ou mais proteinas SNARE (43).

A doenca

As espécies animais possuem diferentes susceptibilidades as BoONTs e ao botulismo. Os
equinos parecem ser sensiveis a todos os sorotipos. Os bovinos sdo susceptiveis aos tipos C e
D, raramente acometidos pelos tipos A e B, apresentando quadros agudos ou subagudos. A
doenca nos ovinos se d4 comumente de forma cronica. Os cdes sdo menos sensiveis, sendo o
botulismo causado pelos sorotipos A, B e C, mas de forma rara. J4 as aves sdo acometidas
pelos tipos C e, mais raramente, A e E, embora elas possam eliminar todos os sorotipos em
seus dejetos (44).

O botulismo em bovinos foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1970, no Piaui, e
13 anos depois no Rio Grande do Sul. A partir de entdo, o botulismo nos ruminantes
domésticos comegou a ocorrer de forma epizodtica. Animais com alta exigéncia nutricional,
como fémeas gestantes ou em lactac@o, criados em solos e pastagens pobres em minerais,
principalmente fosforo, sem suplementacdo mineral adequada, desenvolviam o habito de
osteofagia (ingestdo de ossos) ou sarcofagia (ingestdo de caddveres), buscando suprir suas
deficiéncias minerais. Porém, concomitantemente, ingeriam as BoNTs pré-formadas durante a
decomposicdo das carcagas, o que levava a grandes epidemias da doenca com morte de
milhares de animais (9, 37, 45).

Nas duas dltimas décadas, o botulismo dos ruminantes vem ocorrendo principalmente
na forma de surtos esporddicos. Nesses surtos, as BoNTs ingeridas pelos animais t€ém origem
em alimentos contaminados com matéria organica em decomposicdo, tais como cama de
frango, fenos, graos, racoes e silagens de ma qualidade ou mal armazenados. Além destes,
cochos de dgua com carcagas de pequenos animais ou outros tipos de matéria organica em
decomposicdo, bem como pocos e lagoas com dgua estagnada podem servir como fonte de
BoNTs para os animais (46-48).

O periodo de incubagdo e a severidade do botulismo dependerdo da quantidade de
toxina ingerida e da susceptibilidade da espécie animal. Nos ruminantes, o curso da doenca
pode ser de horas a poucas semanas e a letalidade é proxima dos 100%. Os sinais clinicos
iniciais sdo dificuldade de locomogdo, incoordenacdo dos membros posteriores, com
progressao cranial da paralisia flcida. O animal entra em estado pré-agonico, sendo que a
morte, precedida por coma, ocorre devido a parada cardiorrespiratéria. Durante toda a
sintomatologia, o psiquismo dos animais permanece inalterado. Lesdes a necropsia sdo raras €
limitadas a petéquias no miocardio como consequéncia da agonia respiratéria, que precede o
obito (9, 37).

Possuindo altas taxas de letalidade e mortalidade, o botulismo é considerado uma das
doencas mais importantes que acometem aves silvestres e criagdes avicolas de subsisténcia.
Destacam-se como fontes das BoNTs para aves: pocos e lagos com 4gua estagnada; larvas de
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moscas e outros invertebrados que se desenvolvem em matéria organica em decomposicao;
alimento ou 4gua fornecidos contendo matéria orginica em decomposicao (49-51). Menos
comumente, pode ocorrer o botulismo endégeno, com producdo das BoNTs no intestino das
aves ou em feridas contaminadas por esporos. Clinicamente, o botulismo nas aves ¢é
caracterizado por uma paralisia simétrica ascendente, acometendo patas, asas, pescogo e
palpebras, concomitantemente com perda de penas e psiquismo inalterado. A morte ocorre
por parada cardiorrespiratoria (52, 53).

Diagnéstico

O diagnéstico do botulismo € baseado nos dados epidemioldgicos, sinais clinicos dos
animais acometidos e na deteccdo das BoNTs em espécimes clinicos e/ou fontes de
intoxicacdo. Estes podem compreender os conteidos rumenal, gastrico e intestinal, figado,
soro, além de amostras dos alimentos e d4gua que os animais possam ter ingerido. O teste
padrao para a pesquisa das BoNTs é o bioensaio em camundongos. Esse teste baseia-se na
injecdo intraperitoneal das amostras diluidas em camundongos, se houver toxina, os
camundongos desenvolvem sinais tipicos de botulismo, como pélos arrepiados, fraqueza
muscular e dispneia, que se manifesta por estreitamento da cintura, denominado “cintura de
vespa”’. O tipo da BoNT ¢ determinado pela neutralizacdo da toxina com sua antitoxina
especifica. Embora o bioensaio em camundongos seja altamente especifico e sensivel, com
limites de detec¢do de até 0,01 ng/ml de amostra, outros testes “in vitro” encontram-se
disponiveis ou em desenvolvimento. Destacam-se os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real, quimioluminescéncia,
eletroquimioluminescéncia, radioimunoensaio, imunoensaio de fluxo lateral, ensaio da
endopeptidase e a microfixagdo do complemento (54, 55).

Controle

A vacinacdo com os toxéides C e D de C. botulinum € a principal forma de controle do
botulismo dos animais domésticos, com exce¢do apenas para as aves. Em associagdo, outras
medidas sao extremamente importantes, principalmente aquelas que visam impedir a ingestao
das BoNTs pré-formadas pelos animais. Essas medidas compreendem: suplementa¢ao mineral
adequada dos ruminantes domésticos; retirada das carcacas de mamiferos e aves das
pastagens e beiras de cursos de dgua; producdo, armazenamento e fornecimento adequados de
alimentos de alta qualidade; ndo fornecer cama de frango aos ruminantes domésticos sob
hipétese alguma; fornecer d4gua de boa qualidade, e impedir que os animais tenham acesso a
locais com 4gua estagnada ou de qualidade desconhecida (9, 37).

MIONECROSES
A doenca

O carbinculo sintomdtico é uma doenca aguda de bovinos e ovinos causada
exclusivamente por C. chauvoei. Em bovinos, a doenga ocorre de forma enddgena, sendo
frequentemente observada em animais jovens. A ingestdo de esporos presentes no ambiente
constitui-se na principal via de transmissdo. Embora a maioria dos esporos seja excretada nas
fezes, alguns podem deixar o intestino e serem distribuidos nos tecidos onde permanecem
dormentes. A sequéncia de eventos que leva a distribui¢do dos endosporos nos tecidos nao
estd clara, mas acredita-se que os mesmos sejam transportados por macréfagos. A gangrena
gasosa ¢ uma infec¢do exdgena e necrosante de tecidos moles que acomete diversas espécies
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de animais domésticos (56, 57). Essa patologia € causada por uma ou pela associagdo das
seguintes espécies do género Clostridium: C. septicum, C. chauvoei, C. novyi tipo A, C.
perfringens tipo A e C. sordellii. A ocorréncia dessa doenca estd relacionada ao estrito
contato entre estes agentes e os animais domésticos, o que favorece a contaminacdo de feridas
decorrentes de préticas cirdrgicas e/ou sanitdrias realizadas sem cuidados assépticos. Além
disso, a injuria tecidual promove diminui¢ao do potencial de oxirreducdo, alcalinizacdo do pH
e decomposi¢ao de produtos proteicos. Esses fatores contribuem para penetragdo, germinacao
e intensa proliferacio de clostridios, com consequente producao de toxinas responsaveis pelo
quadro patolégico da doenga.

Etiopatogenia

C. septicum foi a primeira espécie de clostridio identificada, sendo denominada na
época de Vibrion septique por Pasteur e Jubert, em 1877. A toxina alfa (Quadro 3), principal
fator toxico desse agente, se liga a receptores presentes na membrana celular dos hospedeiros
onde sdo ativadas por clivagem proteolitica (58). Os mondmeros ativados se difundem
lateralmente na membrana, formando um oligobmero (59) que sofre mudangas
conformacionais até que um poro ativo que atravessa a membrana citoplasmdtica seja
instalado. O poro promove alteragdo da permeabilidade celular, seguida por influxo de dgua e
consequente ruptura, determinando lise e citotoxicidade celular (60).

Embora as descricdes sobre gangrena gasosa e carbuinculo sintomdtico tenham sido
feitas desde a metade do século XIX, C. chauvoei s6 foi descrito em 1880. Diferentemente
das demais bactérias causadoras de mionecroses, foram realizados poucos estudos buscando
elucidar a atividade téxica e os mecanismos de acdo das toxinas produzidas por C. chauvoei.
A toxina CctA (Quadro 3) foi recentemente identificada como o principal fator de viruléncia
desse micro-organismo, tendo capacidade de conferir protecdo a animais vacinados com seu
toxdide (61). No entanto, considera-se necessario a realizacdo de outros estudos para melhor
caracterizar esta e outras proteinas produzidas por C. chauvoei.

Clostridium novyi é classificado em quatro tipos, de A a D, de acordo com a producao
de toxinas. O tipo A produz apenas a toxina alfa e € o agente da gangrena gasosa em humanos
e animais domésticos. O tipo B produz, além da toxina alfa, a toxina beta. O tipo C nao
produz toxinas e o tipo D, hoje denominado C. haemolyticum, causa a hemoglobindria bacilar
em bovinos (62). A toxina alfa de C. novyi (Quadro 3) € uma glicosiltransferase que catalisa a
glicosilagdo de pequenas GTPases, determinando a inativag@o das proteinas do citoesqueleto e
desorganizacdo dos filamentos de actina, resultando em efeitos como arredondamento celular,
perda das juncgdes intercelulares e aumento da permeabilidade endotelial que € compativel
com o edema observado nas afec¢des causadas por essa bactéria (63).

Clostridium sordellii foi primeiramente isolado em 1922 por Alfredo Sordelli, um
microbiologista argentino que denominou a bactéria de Bacillus oedematis sporogenes e
desde 1928, o nome C. sordellii passou entdo a ser adotado (64). Os animais acometidos por
C. sordellii tendem a apresentar lesdes menos disseminadas e doloridas com dano vascular e
hemolise reduzida (65). A viruléncia dessa bactéria € atribuida a inimeras exotoxinas, embora
apenas a toxina letal e a hemorragica sejam consideradas essenciais para ocorréncia da doenca
(Quadro 3). Ambas catalisam a glicosilacdo de pequenas GTPases, diferindo apenas quanto as
GTPases alvos (66). Essas toxinas t€ém uma a¢ao glicosiltransferase, modificando as GTPases
que controlam o ciclo celular, apoptose, transcri¢do génica e as funcdes estruturais da actina
como morfologia celular, migracdo e polaridade (64). As modificacdes induzidas causam
condensacdo da actina, culminando com a desorganizagdo do citoesqueleto, arredondamento
celular e eventual apoptose (66).

A primeira descri¢do de C. perfringens foi feita a partir de isolados de necropsia de um
cadaver com enfisema disseminado (67). Esse clostridio difere das demais bactérias do género
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devido a sua relativa aerotolerancia, alta e rdpida taxa de crescimento e por sua instabilidade
genética quanto a expressao dos genes codificadores de toxina. A toxina alfa (Quadro 3),
principal fator téxico envolvido nos casos de gangrena gasosa, interage com os fosfolipides de
membrana onde apresentam potente atividade fosfolipase C, hidrolisando a membrana de
células eucaridtica. Além disso, essa toxina determina o colapso vascular devido a uma
exarcebagdo nas concentracdes de dcido aracdonico e seus metabdlitos nas células afetadas,
que levam a uma reacdo inflamatéria local e vasoconstri¢do (68). A toxina alfa ativa a
proteina quinase C, determinando a producdo do fator de agregacdo plaquetdria com
consequente formacdo de trombos intravasculares fato que contribui para inflamacao e andxia
local. A obstru¢do luminal de capilares por neutréfilos é patognomonico da infeccdo por C.
perfringens. As razdes da leucoestase sdo desconhecidas, mas acredita-se que possa estar
relacionada a necrose das células endoteliais que impossibilita o rearranjo do citoesqueleto
que permite a transmigracdo das células de defesa (69).

Quadro 3: Clostridios histotoxicos e caracteriza¢do dos principais fatores de viruléncia

C. septicum C. chauvoei C. novyi Clostridium sordellii C. perfringens
Toxina Alfa CctA Alfa Letal Hemorrégica Alfa
Plasmidio/
Origem Cromosso Fago Cromosso Cromosso Cromosso
Cromossomo
Peso molecular
48 33 250 300 260 42
(Kda)
Formagio Formacao Inativacdo Inativacdo Inativacdo
Acdo Fosfolipase C
poros poros de GTPases GTPAses GTPases

Sinais Clinicos e anatomo-histopatologicos

Quando a gangrena gasosa ou o carbinculo sintomdtico ndo sdo rapidamente
controlados, o animal desenvolve toxemia sistétmica e choque. A morte ocorre como
consequéncia do efeito das toxinas na hemodinamica do sistema vascular. Clinicamente o
animal apresenta temperatura elevada ou normal, anorexia e depressdo. Quando um membro é
atingido, observa-se dificuldade de locomocdo e aumento de volume varidvel associado a
crepitacdo subcutdnea, devido a grande quantidade de gis produzida pela multiplicacao
bacteriana no foco de infec¢do, edema e hemorragia. Por vezes, essas alteracdes sdo tdao
intensas que a pele apresenta-se tensionada difusamente vermelha ou preta, com equimoses e
sufusdes. Nao € raro a observacdo de uma linha delimitando a parte infectada da sadia. Ao
corte, pode ser observado extravasamento de liquido, com bolhas de gds e hemorragia do
subcutdneo. As féiscias e feixes musculares podem estar separados quando ha intensa
quantidade de gis. A musculatura apresenta-se intensamente hemorragica, enfisematosa e
com dreas cinza, indicativas de necrose. Histologicamente observam-se fibras musculares
difusamente tumefeitas, eosinofilicas, com perda de estriagdes (degeneracdo hialina) e/ou
difusamente fragmentadas (necrose flocular), na presenca de bacilos. A infiltragdao
inflamatéria varia de ausente a moderada, constituida principalmente por neutréfilos, sendo
observada também hemorragia, edema e gds em graus varidveis no tecido. O carbiinculo
também pode correr em sua forma visceral e assintomatica, quando 6rgdos internos, tais como
a lingua, o diafragma ou o coracdo, sdo acometidos. Consequentemente, o animal ndo
apresenta lesdes visiveis, e 0s casos de morte-sibita sdo frequentes (70).
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Diagnéstico

Os clostridios sdo micro-organismos saprofitos que promovem a decomposicdo da
carcaca de animais mortos, por isso o material deve ser coletado e imediatamente apds a
morte ou eutandsia do animal. O material pode ser remetido fresco, resfriado, congelado ou
fixado em formalina neutra 10%. O diagndstico laboratorial das mionecroses € apresentado no
quadro 4.

Quadro 4: Métodos para diagndstico das mionecroses clostridiais.

Método Vantagem Desvantagem Ref.

Demorado (cerca de 48h) e pode

Execucdo relativamente simples, . . ) .
incorrer resultados imprecisos devido a

Isolamento com meios e reagentes comuns . o .
. .. & . . diferente habilidade de crescimento e 71)
bacteriano aos laboratdrios de bacteriologia . o o
1 tolerancia ao oxigénio dos clostridios
de anaerdbios. .
histot6xicos

Protocolo prético e rapido (cerca
Imunofluorés- de 4 h) que pode ser realizado
céncia direta diretamente do imprint do
material coletado.

Requer anticorpos conjugados com
fluorocromos e microscépio especial (71)
para leitura.

A remessa do material em formol
evita a autdlise dos mesmos

Imunoisto- impe/d%ndo que Cl(')StI"l’diOS Relativamente dem(')radcz, erendegdo

quimica saprofitos se mu.ltlphquem.. A de processamento histolégico anterior a (70)
execugdo é relativamente simples, | execucao.
sendo a leitura realizada por
microscopia de luz.

PCR Execugdo relativamente simples e | Requer a etapa de isolamento prévio, (57)

rapida. somando as desvantagens do método.

Controle e Tratamento

Os animais acometidos devem ser rapidamente tratados, devido ao curso superagudo da
doenca, com administracdo intravenosa de altas doses de penicilina. As chances de
recuperacao sao maiores para animais no inicio da infec¢do ou aqueles cuja lesdo muscular
ndo esteja disseminada, mas, em geral, os tratamentos ndo sdo bem sucedidos. A medida mais
importante para controle e prevengdo de surtos de mionecroses € a vacinacao sistematica do
rebanho. A utilizacdo de vacinas resulta numa marcante redu¢do da incidéncia destas doengas.
Porém, € fundamental que sejam adotadas medidas de higiene, tais como a desinfeccdo de
agulhas e instrumental cirdrgico, assepsia dos locais de aplicacdo de vacinas ou de
procedimentos cirdrgicos, manejo adequado de carcagas, dentre outras (9).
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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) adultas sdo células-tronco somaticas presentes em
pequenas quantidades em regides perivasculares de todos os tecidos adultos, incluindo a
medula 6ssea (MO), o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido muscular e os Orgdos
parenquimatosos. Por ser o tecido mais utilizado e caracterizado para o estudo das
propriedades das células-tronco e por ter sido o primeiro empregado em terapia celular, a
medula éssea € um dos principais tecidos para a obtengao de CTMs. Estudos contemporaneos
vém sendo realizados, descrevendo a utilizacdo alégena e autdégena das CTMs para a
reparagdo de diversos tecidos. Além da terapia celular em animais domésticos, sua
importancia em Medicina Veterindria deve-se também a geracdo de modelos experimentais
aplicdveis a paciente humanos. A presente revisdo objetivou trazer as caracteristicas e 0s usos
atuais das CTMs adultas derivadas da MO, do tecido adiposo e polpa dentaria, bem como os
protocolos laboratoriais e experimentos in vivo desenvolvidos em um laboratério de cirurgia
experimental visando a aplicacdo destas células em pacientes veterindrios € a pesquisa
translacional.

Palavras-chave: células multipotentes, caes, humanos, terapia celular.

ADULT MESENCHYMAL STEM CELLS: CHARACTERISTICS AND
EXPERIMENTAL USE IN ANIMALS

ABSTRACT

The MSCs are defined as a subpopulation of somatic stem cells which are present in small
amounts in perivascular regions of virtually all adult tissues, including bone marrow (BM),
adipose tissue, periosteum, muscle and parenchymatous organs. Because BM is the most used
and characterized tissue to define stem cells properties and for being the first in cell therapy,
BM is one of the main sources for MSCs. Contemporary studies have been performed,
describing the use of autologous and allogeneic MSC for tissue repair in different organs. In
addition to cell therapy in domestic animals its application in veterinary medicine also
provides the generation of experimental models for human diseases. This review aims to bring
the features and current uses of MSCs derived from adult bones tissue, adipose tissue and
dental pulp, as well as laboratory protocols and in vivo experiments developed in a laboratory
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of experimental surgery aiming the application of these cells in veterinary patients and
translational research.

Keywords: multipotent cells, dogs, human, cell therapy.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES ADULTAS: CARACTER@STICAS Y
APLICACIONES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

RESUMEN

Las células madre mesenquimales (CMM) son células madre somadticas adultas presentes en
pequenas cantidades en las regiones perivasculares de todos los tejidos adultos, incluyendo la
médula 6sea (MO), el tejido adiposo, el periostio, tejido muscular y los Organos
parenquimatosos. Por su alta utilizacion y caracterizacion en el estudio de las propiedades de
las células madre, asi como por haber sido utilizada por primera vez para la terapia celular, la
médula 6sea es uno de los principales tejidos para la obtencion de CMMs. Actualmente han
sido realizados estudios, que describen el uso de CMM alogénicas y autélogas para la
reparacion de diversos tejidos. Ademds de la terapia celular en los animales domésticos, su
importancia en medicina veterinaria se debe también a la generacion de modelos
experimentales. Esta revision tiene como objetivo revisar las caracteristicas y usos actuales de
las CMM derivadas de la masa d6sea de adultos, tejido adiposo y pulpa dental, asi como los
protocolos de laboratorio y experimentos in vivo desarrollados en un laboratorio de cirugia
experimental. Estos protocolos estdn destinados al uso de CMMs en pacientes veterinarios y
en investigacion translacional.

Palabras clave: células multipotenciales, perros, humanos, terapia celular.
INTRODUCAO

As recentes descobertas sobre a biologia das células-tronco embriondrias (CTE) e
somaticas (CTS), a descricdo de novas fontes de células e a possibilidade de sua futura
aplicacdo clinica tornam essas células uma promissora opg¢do terapéutica para diversas
enfermidades. O reconhecimento dessa importancia culminou com a nomeacdo de dois
pesquisadores, cujas descobertas revolucionaram a pesquisa em células-tronco, o prémio
Nobel em fisiologia e medicina de 2012 a Sir John B. Gurdon e Shinya Yamanaka. O Brasil
possui legislacdo especifica para a pesquisa e utilizacdo terapéutica de células-tronco
viabilizando estudos nesta drea pelo financiamento de projetos em institutos de terapia celular
e centros de exceléncia (1).

O conceito de células-tronco surgiu a partir de experimentos pioneiros realizados no
inicio dos anos 1960 por Ernest A. McCulloch e James E. Till que observaram a presenca de
coldonias hematopoiéticas no baco de camundongos irradiados e que haviam recebido
transplante de medula. Essas colonias eram derivadas de uma unica célula, a célula-tronco (2).
Outros estudos, realizados nas décadas de 1970 e 1980 pelo grupo de pesquisa de Alexander
Friedenstein ampliaram o potencial de uso das MSCs, demonstrando sua capacidade de auto-
renovacdo e diferenciacdo (3). Na época, devido a semelhanca morfolégica com fibroblastos
em cultura, foram denominadas unidades formadoras de coldnia fibroblastica (UFC-F) (4).
Nas décadas seguintes, extensas pesquisas foram desenvolvidas para desvendar o potencial
terapéutico das MSCs (3).

As MSCs sao definidas como uma populacdo de células-tronco somaticas presentes em
regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo a MO,
o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido muscular e 6rgaos parenquimatosos. A MO constitui
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um dos principais sitios para a obtenc¢do dessas células, assim como de células-tronco
hematopoiéticas e endoteliais (5). Embora as células-tronco embriondrias e as de
pluripoténcia induzida sejam as de maior potencial de diferenciacdo, existem vdrias limitagdes
a sua utilizacdo devido a seu comportamento bioldgico, consideracdes éticas e manipulacdo
genética (6).

A capacidade de dar origem a diferentes tecidos, entretanto, ndo estd restrita apenas as
células-tronco embriondrias. Células isoladas de tecidos adultos (mesenquimal,
hematopoiético e nervoso) podem dar origem a vdrios tipos de tecidos, como o pancredtico, o
hepdtico, o cardiaco e o nervoso. Acredita-se que essas células desempenhem um importante
papel na regeneracdo apds injuria (1,7). Assim, o transplante de células-tronco adultas
representa uma promissora terapia para doencas como cirrose hepdtica, o diabetes mellitus, a
doenca de Alzheimer, a insuficiéncia cardiaca e o infarto agudo do miocédrdio (8). Nesse
contexto, se tornaram foco de numerosas pesquisas em todo o mundo por fornecer
perspectivas clinicas promissoras (5).

A presente revisdo objetivou trazer as caracteristicas e os usos atuais das MSCs adultas
derivadas da MO, do tecido adiposo e polpa dentdria, bem como os protocolos laboratoriais e
experimentos in vivo desenvolvidos em um laboratério de cirurgia experimental visando a
aplicacdo destas células em pacientes veterindrios.

Caracteristicas das MSCs

Em cultura e condi¢des adequadas de cultivo, as MSC exibem morfologia fibroblastoide
(Figura 1) e s@o capazes de se diferenciar e dar origem a osteoblastos, condroblastos,
hepatdcitos, neurdnios, células epiteliais, renais e cardiacas, dentre outras (5, 9). De acordo
com resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa em CTMs, essas células devem
apresentar o seguinte padrdao fenotipico CD73+, CD90+, CD105+, CD45-, CD34-, CD14 ou
CD11b-, CD79- ou CD19-, HLA-DR (10, 11).

4

e

Figura 1. Cultura de MSCs adultas derivadas do tecido adiposo de coelhos. (A) células ao 5°
dia de cultura e (B) células no 12° dia de cultura. Observar a caracteristica fibroblastoide das
MSCs. (Aumento de 50X)

As primeiras evidéncias do papel das MSCs sobre o sistema imune mostraram que a
administracdo intravenosa delas em babuinos foi capaz de prolongar a sobrevivéncia de
enxertos alogénicos de pele, de forma similar a potentes drogas imunossupressoras utilizadas
rotineiramente na clinica (12). Além dos efeitos imunomoduladores, as MSCs expressam
pequenas quantidades de complexo de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis
negligencidveis de MHC-II e/ou ndo expressdo MHC-II em sua superficie. Durante o processo
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de selecdo clonal positiva e negativa realizado pelas células de defesa do organismo
(reconhecimento do préprio e do ndo-proprio) utiliza-se o MHC. Dessa forma, essas células
seriam toleradas pelo organismo receptor. Também, o contato célula-célula faz com que as
MSCs produzam diferentes tipos de fatores de crescimento soliveis, incluindo fator
estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colonias de
macréfagos e granuldcitos (GM-CSF), fator estimulador de crescimento de macréfago (M-
CSF) e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15), que influenciam fibroblastos e células
granulociticas envolvidas no processo de inflamacao (5).

Foi observada a¢ao imunomodulatéria das CTMs in vitro, onde essas células alteraram
o padrao de citocinas pelas células T helper e diminuicdo na liberacdo de mediadores como o
fator de necrose tumoral (TNF) e interferon. Além disso, as MSCs inibem a proliferacao de
células T apds estimulo por aloantigenos e agentes mitogénicos e impedem o
desenvolvimento de linfécitos T citotoxicos. Essas acdes poderiam interferir na modulagao da
inflamacdo, induc¢do de tolerancia, reducdo de complicacdes como a rejeicio de alo-
transplantes e a doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) em humanos (13). In vivo, as
MSCs prolongaram a sobrevida de enxertos de pele e apresentaram varios efeitos
imunomoduladores (14).

1. Células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (BMSCs)

Nas trés ultimas décadas as BMSCs tém sido alvo de importantes pesquisas cientificas
em func¢do das suas relevantes propriedades para o uso na terapia celular. Por exemplo, a sua
grande habilidade de diferenciacdo em osteoblastos, tanto in vitro quanto in vivo, levou a sua
utilizacdo clinica em estudos pilotos para desordens Osseas hereditdrias e defici€ncias
osteogénicas. J4 a habilidade dessas células em promover revascularizacdo apds injuria
isquémica levou a realizacdo de estudos pré-clinicos em modelos animais de grande e
pequeno porte com isquemia miocardica (15).

Técnicas estudadas atualmente na engenharia de tecidos para a regeneracdo de bexiga
constituem-se em promessa para a substitui¢do parcial ou total do érgdo em pacientes com
bexiga neuropdtica, cancer, cistite intersticial, e outras doencgas inflamatdrias vesicais (16).
Neste 6rgdo, o interesse inicial centrou-se na regeneracdo dos tecidos, na esperanga de
permitir que a ampliacdo vesical autéloga contornasse os multiplos problemas associados com
a enterocistoplastia. No entanto, com maiores informagdes sobre a potencial diferenciacdo
celular, a terapia genética bem sucedida e a progressdao da imunomodulagdo, as possiveis
aplicacdes das BSCs para enfermidades da bexiga podem ser ampliadas. Estudos demonstram
que estas c€lulas poderdo provir o desenvolvimento de enxertos vesicais, podendo diferenciar-
se em urotélio e musculo liso (3).

O potencial das BMSCs semeadas em arcabougco biodegraddvel foi avaliado na
regeneracao da bexiga em modelo canino, comparando com o miusculo liso em relagdo a
capacidade de crescimento e contratilidade vesicais. Os pesquisadores concluiram que o
arcabouco semeado demonstrou aparéncia celular histologicamente semelhante a do 6rgdo
original, bem como a contratilidade do musculo liso, afirmando que as BSCs podem servir
como alternativa de fonte celular para a engenharia de tecidos urolégica (17).

Na odontologia, o uso destas células também € bastante promissor. Cientistas afirmaram
que os fatores de crescimento e outras proteinas secretadas pelas BSCs podem promover a
regeneracdo do dente. O estudo combinou a utilizacdo das BSCs com as células do germe
dentario (DBCs) do segundo molar ndo erupcionado semeadas em arcabougo e
autotransplantadas em suinos. Os autores demonstraram que as DBCs combinadas com as da
medula 6ssea em arcabouco adequado podem regenerar dentes nesse modelo. Além disso, o
mesmo estudo também indicou que o fluido da medula dssea, pode promover a regeneragio
dentéria. No entanto, questdes que envolvem a determinacdo de forma, controle de tamanho e
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erupcdo do dente precisam ser resolvidas. Conforme os autores, outros estudos deverdo ser
realizados para aperfeicoar a erupcdo dental, podendo fornecer um novo tratamento para
perda de dentes no futuro (18).

2. Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs)

Em 2001 foi produzido um trabalho pioneiro, o qual afirmava conter MSC no
lipoaspirado humano e que este poderia se tornar uma fonte alternativa as BSCs (19). Foi
relatado que, a partir dai, deu-se inicio a uma série de pesquisas, em que inimeros autores
conseguiram desenvolver vdrias linhagens celulares a partir de ADSCs humanas e de modelos
experimentais animais. Segundo o autor, a grande vantagem era que a captacdo do tecido
doador de CT nio acarretaria morbidade relevante (4).

Atualmente, o interesse pelas ADSCs tem aumentado muito na medicina,
principalmente em fun¢do da facilidade de obter grandes quantidades destas células pelo
processo de lipoaspiragdo, utilizando apenas anestesia local (11). Quando comparadas com as
BSCs, as ADSCs sao igualmente capazes de se diferenciar em células e tecidos de origem
mesodérmica. Como o tecido adiposo humano estd presente em muitas regides, ¢ de facil
obtencdo em grandes quantidades sob anestesia local com pouco desconforto para o paciente,
podendo se configurar como fonte alternativa de células-tronco para a regeneracao dos tecidos
mesenquimais e engenharia de tecidos (6).

Foram citados usos das ADSCs em humanos para reconstrucao de maxila, em fistulas
associadas ou ndo a doenca de Crohn, em escaras de decubito e na esclerose multipla, entre
outras. Os autores afirmaram que os diversos ensaios clinicos demonstraram que este tipo de
terapia estd se tornando realidade. Surpreendentemente, resultados sugerem que a eficiéncia
das ADSCs na medicina regenerativa pode estar relacionada mais a sua capacidade de
modular a imunidade e/ou inflamacdo do que para seus potenciais de diferenciacdo. A
relevancia fisiolégica deste fenomeno precisa ser melhor documentada, condi¢do que poderia
trazer ganhos de eficiéncia e, talvez, novas possibilidades terapéuticas para estas células (11).

Relacionado ao uso em pele, afirmou-se que a administracdo tépica de ADSCs pode
acelerar o processo de cicatrizagdo da ferida cutanea. No estudo do autor, dlceras cutineas
cronicas quimicamente induzidas foram cobertas com esponja de coldgeno tipo I associada a
ADSCs, o que aumentou a granulagdo tecidual e densidade capilar quando comparado com a
utilizacdo da esponja de coldgeno isolada (6).

Também foi testado o uso das ADSCs para reconstrucido de bexiga, induzindo estas a
diferenciacdo in vitro em musculo liso vesical e semeando-as em arcabougo tridimensional
com o objetivo de verificar se as células iriam continuar a diferenciacdo e crescimento
formando nova estrutura muscular vesical. Apds a semeadura de 14 dias, o arcabouco
cultivado foi implantado em fémeas de ratos adultas atimicas, as quais haviam sofrido
cistectomia com remocdo de aproximadamente 50% da bexiga. O estudo concluiu que as
ADSCs podem ser diferenciadas em musculo liso e semeadas em arcabouco vesical
tridimensional, mantendo a expressao de marcadores moleculares de musculo liso. As ADSCs
foram capazes de manter sua diferenciagdo em misculo liso e viabilidade in vitro e in vivo
dentro da bexiga artificial. Os pesquisadores concluiram que a grande disponibilidade de
ADSCs, combinado com a sua facilidade de obtencdo e capacidade de se diferenciarem em
musculo liso contrétil, faz da ADSC uma alternativa ndo-embriondria competitiva para a
regeneragdo da bexiga e de outros tecidos que possuam musculo liso (20).

3. Células-tronco mesenquimais derivadas da polpa dentdria (DPSCs)

Atualmente, as DPSCs estdao sendo muito utilizadas na odontologia humana em fungao
da facilidade de coleta, a qual esta associada a baixa morbidade. A extracdo das células-tronco
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do tecido pulpar € altamente eficiente, j4 que as mesmas possuem alta capacidade de
diferenciacdo e boa interatividade com biomateriais, tornando-as ideais para reconstrucdo
tecidual. Quando comparadas as BSCs, as DPSCs demonstraram melhor habilidade para
diferenciacdo em tecidos calcificados, embora em diferentes linhagens. Verificou-se que apds
serem semeadas em arcabougo de hidroxiapatita, apresentaram diferenciacdo odontobldstica
em vez de osteoblastica como as BSCs (21).

Ap6s estudos aprofundados de cultura, histoquimica, microscopia eletronica, RT-PCR,
imunoistoquimica e citometria de fluxo com DPSCs humanas, verificou-se que estas células
possuem potencial proliferativo elevado, capacidade de auto-renovacdo e diferenciacio em
vérias linhagens. Os autores afirmaram que estas células podem servir como modelo para o
estudo da diferenciacdo de células-tronco adultas in vitro e regeneracao de tecidos in vivo
(22).

Com o objetivo de caracterizar as células-tronco isoladas da polpa dentéaria de dentes de
cdes (cDPSCs), a fim de definir ainda mais o cdo como modelo animal para a endodontia
regenerativa, pesquisadores isolaram CTMs de dentes pré-molares recém extraidos de Beagles
de 10 meses de idade. As células isoladas foram investigadas para suas propriedades por meio
de andlise de suas caracteristicas clonogénica e de seus crescimentos, pela expressdo de
marcadores de superficie e pela avaliacdo do seu potencial osteo/odontogénico, adipogénico e
neurogénico. Os resultados deste estudo mostraram que as cDPSCs foram capazes de se
diferenciar em linhagem odontoblastica funcional, com potencial de mineralizacdo ativa in
vitro. No entanto, a diferenciacdo morfoldgica em odontoblastos, condi¢do que € importante
para a secre¢do de matriz dentinal uniforme, nio foi evidente in vitro. Foi demonstrado que a
dentina existente é necessdria para guiar as células-tronco no espaco do canal e proporcionar a
diferenciagdo em células odontoblasticas in vivo. Além disso, cDPSCs apresentaram
superioridade na taxa de proliferacdo e diferenciacio sobre as células-tronco mesenquimanis
derivadas da MO humana (hBMMSCs). No entanto, os potenciais de diferenciacdo
neurogénica e adipogénica foram inferiores quando comparadas com as células-tronco da
polpa dentaria de dentes humanos (hDPSCs). Em geral, os dados apresentados neste estudo
apoiam a utilizacdo das cDPSCs na engenharia de tecidos dentérios e, ainda, estabelecem o
cdo como modelo adequado na pesquisa odontoldgica (23).

Outros autores também afirmaram que a criopreservacao destas células pode ser
alternativa para a manutencdo em laboratério. Foi observado que apds longo prazo de
preservacdo em temperaturas de -80°C, osteoblastos diferenciados de DPSCs ainda sao
capazes de rapidamente reiniciar proliferacdo e producdo de matriz mineralizada, de maneira
semelhante a ja& demonstrada para células frescas. Além disso, a proliferacao foi comparada a
das células frescas, sem que ocorresse morte celular por apoptose (21).

Resultados de bancada

Extensos protocolos ja foram descritos para cultivo de células-tronco em vérios animais,
incluindo seres humanos (3).

A coleta de gordura para processamento das MSCs derivadas do tecido adiposo
(ADSCs) em coelhos, pode ser realizada pela ressecc¢ao da bolsa adiposa interescapular ou por
lipoaspiracdo. Em nosso laboratorio € utilizada a técnica de resseccdo da bolsa adiposa
interescapular, sendo esta bastante eficiente para a obteng¢do de material suficiente para
processamento e cultivo. Sdo coletadas 10 gramas de tecido adiposo que, apds processado,
gera, em média, 5 x 10° células, sendo estas apGs a quarta passagem (30 dias) aplicadas nos
diferentes ensaios experimentais em animais. Em humanos, as pesquisas com isolamento das
MSCs do tecido adiposo s@o mais comumente feitas com amostras obtidas de cirurgias de
lipoaspiracdo. Nesse caso, esta € realizada de maneira seca, utilizando canula reta de 20cm de
comprimento, 3,5mm de didmetro com trés orificios em linha e ponta romba (4).
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A partir da obtencdo da amostra, a individualizacdo das células é obtida a partir de
digestdao enzimatica com Colagenase tipo I, em agitacdo constante, a 37°C por 30 minutos. A
solucdo € centrifugada para lavagem das células, que sdao colocadas em garrafas de cultivo
celular, na concentracio de 10° células/cm”. Em uma variacdo de protocolo, a digestdo € feita
em placa de petri com uma solucdo de PBS e Colagenase tipo I a 0,075%. A amostra passa
por repetidas centrifugacdes no processo de lavagem das células, que sdo colocadas nas
garrafas de cultivo celular na concentracdo de 500mg de tecido adiposo/cm?® (24). A lavagem
das células é geralmente realizada com PBS (4, 24, 25). Em nosso laboratério utilizamos
rotineiramente a solucdo de Hank’s, sendo que ndo observamos diferenca de eficiéncia
quando utilizamos o PBS.

Torres (4), utilizando tecido adiposo de coelhos o tempo de digestdo na colagenase foi
de 60 minutos, enquanto Patricio (24), empregando tecido adiposo de cdes, e Maciel (25),
utilizando de gatos, foi de 30 minutos. O autor que utilizou tecido adiposo de coelhos nao
divulgou a viabilidade celular no seu trabalho, j4 os outros dois obtiveram 98% e 93%,
respectivamente. No LATECER, o tempo utilizado para digestdao por colagenase tipo Il em
tecido adiposo de cdes e coelhos € de 25 minutos (Figura 2), j4 que a mesma € citotoxica e
pode diminuir a viabilidade celular. No caso de células derivadas da polpa dentdria de caes, o
tempo deixado € de 60 minutos e a colagenase utilizada € a do tipo I. No caso da colagenase
tipo II no tecido adiposo, € utilizada a propor¢ao 1:3 (volume:volume) de tecido e enzima, ja a
do tipo I na polpa dentdria € utilizada a propor¢do 1:5 (volume:volume). Logo apds este
tempo a neutralizacdo € feita pela adi¢do de meio de cultivo completo, em um volume de 1:1,
obtendo-se, em média, 97% de viabilidade celular. Fadel (26), processando células derivadas
do tecido adiposo de ovinos, utilizou protocolo de digestao enzimatica com tripsina. Segundo
o autor, o protocolo revelou quantidade de células esféricas, refringentes aderidas ao pléstico
da garrafa de cultura e apds a primeira passagem as mesmas tornaram-se invidveis. Para o
meio de cultivo, a maioria dos autores utiliza Meio Essencial Minimo modificado por
Dulbeco, com 10% de soro fetal bovino (SFB). No processamento de tecido adiposo de cao
utilizou-se 15% de SFB na mistura (24). Em nosso laboratério também ¢ utilizado o mesmo
tipo de meio, com baixa glicose e 10% de SFB, porém, a fim de obter melhor adaptaciao das
células ao cultivo utiliza-se meio contendo 20% de SFB para as primeiras passagens, sendo
que, apods a terceira passagem passa-se a utilizar 10% de SFB.

Resultados in vivo

O nuimero de pesquisas visando terapias reparativas utilizando células-tronco tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, no Brasil e no mundo. Os resultados ja
estabelecidos e as possibilidades de sucesso estdo gerando grandes expectativas entre a
comunidade cientifica e a populagdo leiga (1, 5). Diferentes pesquisas descrevem a utilizagdo
al6gena e autégena das MSCs para a reparacdo de diversos tecidos. Importante campo de
aplicacdo na Medicina Veterindria deve-se também a geracdo de modelos experimentais
aplicdveis em pacientes humanos (5). As MSCs caninas, particularmente, também
demonstraram potencial para uso em terapia celular, tanto em tecido 6sseo como nos tecidos
moles nesta espécie (9).
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Figura 2. Digestao enzimdtica do tecido adiposo de coelhos. Tubo de polipropileno contendo
fragmentos do tecido adiposo e colagenase tipo II antes (A) e apds a digestdo a 37°C pela
colagenase tipo II apresentando aspecto leitoso (B).

Por muitos anos, a MO foi considerada a principal fonte de células-tronco para
aplicacdes na engenharia de tecidos (27). Estas células possuem muitas propriedades, as quais
promovem considerdvel potencial de utilizacdo na terapia celular para varias doencgas (15, 28).
No entanto, um estudo em camundongos mostrou que as MSCs residem em praticamente
todos os Orgdos e tecidos, entre eles, cérebro, baco, figado, rim, pulmdo, medula dssea,
musculo, timo, pancreas (29). Devido a facilidade de colheita e da abundancia, as ADSCs
tornam-se atrativas, sendo prontamente disponiveis no individuo adulto e cada vez mais
populares para uso nos diversos sistemas organicos (27).

Nosso grupo objetivou avaliar a capacidade de regeneracdo do nervo tibial de coelhos
Nova Zelandia, mediante a associacdo da terapia celular com técnica de tubulizacdo por
prétese de silicone. A partir dos resultados obtidos, observou-se a diminui¢do significativa da
presenca de degeneracdo walleriana nos animais tratados, sendo possivel concluir que o
tratamento com células-tronco mononucleares (CM) autélogas de medula dssea apresenta
vantagens no processo de regeneracao do nervo periférico sob a técnica de tubulizacdo com
30 dias de pds-operatério (30). A associagdo de células mesenquimais provenientes da
medula éssea de cdes, associada a hidroxiapatita sintética (HA) favoreceu a regeneracido dssea
em defeitos realizados no osso alveolar da mandibula de cdes. Quando comparada ao uso
somente da HA, esse processo de regeneragdo ocorreu de forma mais rdpida em defeitos
preenchidos com o biomaterial associado as CM (31). Oliveira et al. (32) avaliaram a
utilizacdo de CM da MO, associadas ou ndo com proteina morfogenética (rhBMP-2) na
cicatrizacdo de defeito 6sseo experimental como alternativa aos métodos convencionais,
analisando-se o tempo de evolugdo cicatricial e a presenca dessas células no tecido
neoformado. O estudo concluiu que a terapia celular utilizada, isoladamente ou associada a
rhBMP-2, induz a cicatrizagdo 6ssea mais rdpida da tibia em defeitos experimentais de caes.
Treichel et al. (33) avaliaram o efeito do transplante de fracdo total de CM da MO ou FVE do
tecido adiposo associado a membrana celulésica em ferida cutanea experimental de coelhos.
Ao final do periodo de avaliagdo, os grupos tratados apresentaram diferenga estatistica
significativa da drea da ferida em relacdo ao grupo controle e o grupo que recebeu a FVE do
tecido adiposo apresentou o menor tempo de cicatrizacdo da ferida. Pelo estabelecimento do
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cultivo as células mesenquimais obtidas sdo congeladas em meio de congelamento constituido
de DMSO a 10% em SFB e armazenadas a -80°C ou em nitrogénio liquido, possibilitando a
formacdo de banco de células para posterior utilizagdo. A viabilidade observada apds o
descongelamento pela exclusdo do azul de trypan foi acima de 90%.

CONSIDERACOES FINAIS

As MSCs encontram-se atualmente como a nova promessa na terapia contra diversos
tipos de doencas, sejam elas congénitas/hereditarias ou adquiridas, em animais e seres
humanos. Os resultados obtidos de pesquisas realizadas, utilizando as fragdes totais de células
da MO e TA, demonstram a possibilidade de utilizacdo de células de diferentes tecidos, uma
vez que essas células sdo passiveis de adaptacdo ao cultivo, expansdo e armazenagem. A
padronizacdo de técnicas para o processamento, identificacio e caracteriza¢io dessas células
permitird o desenvolvimento de ensaios clinicos de forma que seja possivel definir com
seguranca suas indicacdes e eficdcia em pacientes.
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IMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS EM EQUINOS
M. Julia B. Felippe'
RESUMO

As imunodeficiéncias sdo doencas raras em equinos e podem ser fatais. A falha em um ou mais
aspectos do sistema imunitdrio pode causar infeccdes e febre recorrentes; além disso, infeccdes por
organismos oportunistas € uma caracteristica clinica importante desta condi¢do. As imunodeficiéncias
podem ser primdrias a disfun¢des genéticas ou secunddrias a desordens virais, metabdlicas, enddcrinas
ou nutricionais. Entre as imunodeficiéncias primdrias, as mais comuns envolvem o sistema humoral e
afetam a producdo de anticorpos; as deficiéncias celulares sdo mais dificeis de diagnosticar e, portanto,
menos compreendidas. As imunodeficiéncias primdrias geralmente se manifestam na idade jovem,
principalmente quando a prote¢cdo com anticorpos maternos se reduz ao redor dos 2 a 3 meses de
idade. Além disso, no potro, o sistema imune se desenvolve gradativamente com a idade e exposi¢ao
aos organismos ambientais; neste periodo, portanto, hd uma susceptibilidade natural a infecgdes até
que competéncia e memoria imunoldgica sdo atingidas. Este trabalho descreve as condigdes de
imunodeficiéncias primdrias reportadas em equinos.

Palavras-chave: imunodeficiéncias, infec¢des recorrentes, equinos
PRIMARY IMMUNODEFICIENCIES IN HORSES
ABSTRACT

Immunodeficiencies are rare in horses and can be fatal. Failure to one or more aspects of the immune
system can cause recurrent infections and fever; in addition, infections by opportunistic organisms are
an important clinical feature of this condition. The primary immunodeficiencies may be caused by
genetic defects, and the secondary immunodeficiencies can be due to viral, metabolic, endocrine or
nutritional disorders. Among the primary immunodeficiencies, the most common involve the humoral
system and affect antibody production; cellular deficiencies are more difficult to diagnose and,
therefore, less understood. Primary immunodeficiencies usually manifest in early age, when the
protective maternal antibodies are reduced around 2 to 3 months of age. Furthermore, in the foal, the
immune system develops gradually with age and exposure to environmental organisms; therefore, in
this period, there is a natural susceptibility to infections until immunocompetence and memory are
achieved. This paper describes the conditions of primary immunodeficiencies reported in horses.

Keywords: immunodeficiency, recurrent infections, equine
INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS EN EQUINOS
RESUMEN

Inmunodeficiencias son raras en equinos y puede ser fatal. La falta de uno o més aspectos del
sistema inmune puede causar infecciones recurrentes y fiebre; ademads, las infecciones por
organismos oportunistas son una caracteristica clinica importante de esta condicion. Las
inmunodeficiencias primarias pueden ocurrir por disfunciones genéticos, mientras las
inmunodeficiencias secundarias por trastornos viral, metabdlico, endocrino o nutricional.
Entre las inmunodeficiencias primarias, la mds comin son relacionadas con el sistema
humoral y afectan la producciéon de anticuerpos; deficiencias celulares son mds dificiles de
diagnosticar y por lo tanto menos entendidas. Las inmunodeficiencias primarias suelen
manifestarse en edades tempranas, sobre todo cuando los anticuerpos maternos protectores se
reducen alrededor de 2 a 3 meses de edad. Por otra parte, en el potro, el sistema inmune se
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desarrolla gradualmente con la edad y a la exposiciéon a organismos ambientales; en este
periodo, entonces hay una susceptibilidad natural a infecciones hasta que la competencia y la
memoria inmune se ven afectados. En este trabajo, se describen las condiciones de las
inmunodeficiencias primarias reportados en equinos.

Palabras clave: inmunodeficiencias, infecciones recurrentes, equinos
INTRODUCAO

A imunodeficiéncia é uma doenga do sistema imunitdrio que resulta em falha na protecdo contra
agentes patogénicos. Os indicadores clinicos de imunodeficiéncia sdo infeccdes e febre recorrentes e a
infeccdo por organismos oportunistas. Em muitos casos, melhora clinica inicial pode ser observada
com a terapia antimicrobiana; no entanto, os sinais de infecco tendem a reaparecer apds o tratamento.
Os sistemas mais susceptiveis a infeccdo sdo aqueles prontamente expostos a agentes patogénicos,
incluindo os tratos respiratrios superior e inferior, o trato intestinal e a pele. Septicemia é uma
consequéncia importante nesta condi¢@o e pode ser fatal.

As imunodeficiéncias s3o classificadas em primdria e secunddria. As imunodeficiéncias
primdrias podem envolver um defeito genético e sdo mais propensas a se manifestar em idade jovem,
particularmente quando as concentra¢des de anticorpos colostrais chegam a niveis baixos. A causa de
muitas imunodeficiéncias primdrias € desconhecida ou sdo relacionadas ao desenvolvimento do
sistema imune na idade jovem. Alguns distirbios podem ndo ter padrdo de hereditariedade definido e
podem ser encontrados em individuos isolados ou em vdrios individuos de uma linhagem. O
progndstico para imunodeficiéncias primdrias de origem genética € severo e fatal na maioria dos
casos. As imunodeficiéncias secunddrias podem ser adquiridas apds tratamento imunossupressor
(esterdides, por exemplo), determinadas doencas virais, perturbacdes do tecido linféide primdrio ou
secunddrio (infiltragdo tumoral), estresse, condi¢cdes metabdlicas/enddcrinas (ex: hipercortisolemia)
ou m4 nutricdo. As imunodeficiéncias secunddrias podem ser transitérias ou cronicas.

Neste artigo, abordaremos as imunodeficiéncias primdrias.Em geral, as imunodeficiéncias
podem afetar os diferentes elementos do sistema imune: a) as células B (imunodeficiéncia humoral);
b) as células T (imunodeficiéncia celular); c) células B e T ao mesmo tempo (imunodeficiéncia severa
combinada); d) os fagdcitos; ou e) os fatores de complemento (1-3). Independentemente da causa,
infeccdes recorrentes e febres sdo comuns a todos os tipos de imunodeficiéncia. No entanto, os tipos
de organismos isolados dos locais de infecgdo podem indicar qual aspecto do sistema imune estd
sendo afetado devido ao oportunismo. Por exemplo, infeccdes com bacterias encapsuladas sdo
associadas a deficiéncias humorais, enquanto que a identificagdo de agentes patogé€nicos intracelulares
sugere um distirbio celular.

Imunodeficiéncias humorais

A hipogamaglobulinemia € a imunodeficiéncia mais freqlientemente diagnosticada em
mamiferos. A hipogamaglobulinemia do tipo IgG é a que mais causa susceptibilidade a infec¢des,
enquanto que a hipogamaglobulinemia do tipo IgA pode nio acarretar em susceptibilidade imune. Em
imunodeficiéncias humorais, as células produtoras de anticorpos podem ndo se desenvolver
adequadamente (resultando em linfopenia de células B), ou apresentar anomalias de fung¢do ou
diferenciacdo em plasmdcitos (nimeros normais ou subnormais de células B). Em ambos os casos, a
producdo inadequada de imunoglobulinas favorece infeccdes recorrentes graves causadas por
microorganismos oportunistas ou bacterias encapsuladas, j4 que a opsonizagdo por anticorpos e
complemento € essencial para fagocitose e eliminacdo destes agentes.

Disturbios humorais descritos no potro e no equino jovem incluem faléncia na transferéncia
passiva de imunoglobulinas pelo colostro, a hipogamaglobulinemia transitéria, agamaglobulinemia e a
deficiéncia seletiva de IgM. A imunodeficiéncia comum varidvel nio foi ainda descrita em potros,
embora sua manifestacdo na vida jovem € possivel. A sindrome de anemia e imunodeficiéncia do
potro ocorre nas ragas Fell Pony e Dales, e possivelmente em linhagens co-sanguineas. A
imunodeficiéncia severa combinada, que enclui um componente humoral, ocorre em potros da raca ou
linhagem Arabe. Em recém-nascidos e potros desmamados, o reconhecimento clinico de uma
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imunodeficiéncia primdria é muitas vezes confundido com a apresentacdo comum de doencas
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infecciosas nesta idade, muitas vezes envolvendo faléncia na transferéncia passiva de imunoglobulinas
pelo colostro e o desenvolvimento fisioldgico tardio do sistema imunitario. Independente da etiologia,
potros com imunodeficiéncia primdria deixam de ganhar peso e crescer adequadamente, apresentam
infeccdes recorrentes (diarréia, pneumonia, osteomielite, meningite) por vérios meses, ou infecgcdes
com organismos oportunistas (ex: Cryptosporidium parvum, Pneumocystis jiroveci, Candida spp.,
adenovirus) (4, 5). Além disso, alguns tipos de imunodeficiéncias sdo auto-limitadas, como a
hipogamaglobulinemia transitéria e a linfopenia T CD4 transitdria; nestes casos, a terapia de suporte,
incluindo antibiéticos e transfusdo de plasma por via intravenosa ajudam a controlar as infecgdes
durante o periodo de instabilidade imunoldgica.

Faléncia na transferéncia passiva de imunoglobulinas colostrais

A placenta epiteliocorial dos equinos ndo permite a transferéncia de imunoglobulinas maternas
para o feto durante a gestacdo. Por causa da falta de estimulo imunogénico no ttero, o potro nasce com
niveis muito baixos de anticorpos no sangue. O colostro secretado nas primeiras 12 horas apds o parto
é rico em IgG e pobre em IgM e IgA, enquanto o leite produzido a seguir mantem os niveis de IgA
para a protecdo da mucosa intestinal (6, 7). O pico de absorcdo de imunoglobulinas IgG colostrais
ocorre ao redor das primeiras 8 horas apds o parto e diminui rapidamente nas primeiras 24 horas de
vida. As células epiteliais intestinais especializadas na absor¢ao de IgG no potro sdo substituidas neste
periodo por células maduras que ndo mais possuem a propriedade de absor¢do. Niveis sanguineos de
IgG acima de 800 mg/dL podem ser medidos no potro sadio ao redor das 12 horas de vida quando a
absorcdo de IgG colostral € eficiente, assegurando o sucesso de transferéncia passiva de
imunoglobulinas colostrais.

Faléncia na transferéncia passiva € caracterizada por niveis séricos de IgG no potro menores de
800 mg/dL, de 18 a 24 horas apds o nascimento, e valores entre 400 e 800 mg/dL sdo considerados
faléncia parcial. Os métodos disponiveis para a medi¢cdo de imunoglobulinas séricas variam de acordo
com a sensibilidade e especificidade: coagulacdo de glutaraldeido, teste de turbidez de sulfato de
zinco, teste de aglutinagdo de latex, e o teste SNAP ELISA (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook,
MN). Este ultimo é amplamente utilizado na préitica com moderada sensibilidade e alta especificidade,
em comparacgdo com o teste de imunodifusdo radial que € considerado padrio.

Apesar do neonato equino ser imunocompetente ao nascer, a resposta humoral primdaria requer
pelo menos 2 ou 3 semanas para ser estabelecida e este periodo favorece a invasdo microbiana e
doencas. Portanto, a transferéncia de anticorpos maternos desempenha um papel essencial no controlo
de infeccdes neste periodo de vida, incluindo funcdes de opsonizacdo e fagocitica eficientes. A
persisténcia de anticorpos maternos no potro é proporcional a quantidade de imunoglobulina colostral
absorvida, com uma meia-vida de 28 a 32 dias (8). Potros que mamam colostro de fémeas vacinadas
no dltimo més de gravidez t&ém concentragdes séricas de IgG mais altas e prolongadas em comparagio
com potros de éguas ndo vacinadas. Em geral, o nivel de IgG colostral absorvido diminui e a
concentracao de IgG de produgdo endogena aumenta ao redor de 8 a 12 semanas de vida. Durante este
periodo de transi¢do, a concentracio de IgG total no sangue do potro € geralmente baixa, ao redor de
500 a 800 mg/dL, causando um periodo de susceptibilidade a doencas infecciosas.

A incidéncia da faléncia total ou parcial de transferéncia passiva de imunoglobulinas colostrais
em potros em fazendas de bom manejo € de 3 a 17% e envolvem fatores maternos e/ou do potro: baixa
concentracdo de imunoglobulina no colostro, perda de colostro no periodo pré-parto (ex: em
placentites), ingestao de quantidade inadequada de colostro, demora na ingestdo de colostro e absor¢do
inadequada de imunoglobulina colostral mesmo quando mamando (ex: prematuridade, septicemia
perinatal, hipoxemia perinatal, desenvolvimento inadequado do epitélio intestinal). Cerca de 78% dos
potros com falha de transferéncia passiva adoecem com organismos infecciosos, mas uma pequena
porcentagem desses potros resiste a doenca. E possivel que o sistema imune inato, juntamente com a
transferéncia parcial de anticorpo materno, é capaz de proporcionar protec¢do imunitdria quando a
pressdo ambiental com organismos infecciosos € baixa. Transfusio intravenosa de plasma € um meio
eficiente de transferéncia passiva de imunoglobulinas para o potro apds o periodo de capacidade de
absor¢do (mais do que 24 horas de vida) e em potros com septicemia. Em geral, 1 litro de plasma é o
suficiente para corrigir os niveis de imunoglobulinas séricas no potro para acima de 800 mg/dL e
aumentar a capacidade de opsonizag¢do. No entanto, os potros com septicemia comumente necessitam
de doses adicionais. Administracdo intravenosa de plasma deve usar equipo proprio para tranfusdo de
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produtos de sangue (ex: equipo com filtro), e executada lentamente nos primeiros 15 minutos para
avaliar possiveis reagdes anafilaticas (ex: piloereccdo, taquicardia, tremores musculares).

Hipogamaglobulinemia transitoria do equino jovem

A hipogamaglobulinemia transitdria € resultante do atraso na producdo de IgG na idade jovem
(9). Potros saudaveis produzem IgG especifica a antigenos imediatamente apds o nascimento, e niveis
de anticorpos endégenos chegam a mais de 500 mg/dL ao redor de 5 a 8 semanas de vida. Com o
atraso nesta produgdo, o potro se coloca em risco a infeccdes e doengas, particularmente quando as
concentracdes de IgG colostral caem abaixo 400 mg/dL. As concentracdes séricas de IgG e IgG (T)
sdo baixas, enquanto que IgM e IgA podem ser normais ou diminuidas. Em geral, esta condi¢do
melhora ao redor dos 8 meses de vida, mas pode se prolongar pelos primeiros 18 meses de vida. A
resposta humoral a vacinagdo € inadequada durante este periodo. As terapias com antibidticos e
transfusao intravenosa de plasma sdo essenciais durante esta fase e a recuperagdo dos niveis de IgG
sérico em idade mais avancada indica a qualidade transitdria desta condicao. A hipogamaglobulinemia
transitéria ocorre em varias ragas de cavalos, e pode ser mais freqiiente do que o relatado, ja que a
medicdo de IgG sérico em potros acima de 2 meses de vida € infrequente. Portanto, em potros com
infecgdes recorrentes nessa idade, a quantificacdo da concentragdo sérica de IgG € aconselhada.

A causa do atraso na producgdo de imunoglobulinas é desconhecido e, talvez, envolve a interacdo
coordenada entre células que apresentam antigenos, células T CD4+ (helper) e células B em tecidos
linféides secunddrios, para a ativacdo e expansdo de linfocitos. Nestes potros, a distribuicdo de
linfécitos B e T no sangue periférico é geralmente normal e a resposta proliferativa ao estimulo
mitogénico in vivo (pele) e in vitro sdo normais (9). No entanto, alguns potros apresentam linfopenia
de células T CD4+ junto com a hipogamaglobulinemia, um achado que pode sugerir a falta de
estimulo das células T CD4+ para a diferenciacao e fungdo de células B. A concentragdo sérica de IgM
abaixo de 50 mg/dL concomitante com a hipogamaglobulinemia de IgG sugere uma disfuncdo
humoral relacionada com a func¢ao ou diferenciagao das células B.

Agamaglobulinemia

Agamaglobulinemia equina é uma doenca primdria rara e fatal no potro macho causada por
desenvolvimento inadequado de células B, levando a auséncia na producdo de immunoglobulinas IgG,
IgM e IgA e infecgdes recorrentes em idade jovem (febre, pneumonia, rinite, artrite), com morte ao
redor dos 18 meses de vida (10, 11). A imunodeficiéncia é detectada clinicamente quando as
concentracdes de imunoglobulinas colostrais diminuem (ao redor dos 3 meses de vida), mas os potros
j4 nascem com linfopenia B e falta de células plasmadticas e ndo conseguem aumentar as concentragdes
séricas de IgM, IgG e IgA com o tempo (12).

A doenca se manifesta em equinos machos jovens e apresenta caracteristicas semelhantes a
agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X (XLA) descrito em pacientes humanos do sexo
masculino. Nos seres humanos, a doenca é causada por uma mutacao do gene que codifica a tirosina
quinase de Bruton (BTK). A proteina citoplasmica BTK sustenta sinalizac¢do e ativagdo de transcri¢do
em células B apds ativagdo do receptor de imunoglobulina celular, e sua disfungdo previne a
diferenciacdo de células B. O gene BTK humano esta localizado no cromossoma X, dai a manifestagdo
da doencga em pacientes do sexo masculino. O envolvimento do gene BTK em agamaglobulinemia de
equinos ndo foi confirmado até o momento, o que seria essencial para o diagndstico definitivo da
doenca.

A contagem de linfécitos em sangue periférico e fungdo das células T sdo normais e estas
repondem com proliferagdo ao estimulo mitogénico. O desenvolvimento inadequado de células B leva
a sua auséncia no sangue periférico, auséncia de foliculos linféides, centros germinativos e células
plasmadticas. O estado agamaglobulinémico € irreversivel e os potros ndo respondem a vacina¢do com
a produgdo de anticorpos. Em contraste com a imunodeficiéncia combinada severa (SCID) e a
sindrome de imunodeficiéncia do potro, potros com agamaglobulinemia conseguem sobreviver com o
tratamento antimicrobiano por varios meses devido a resposta funcional das células T. Um diagndstico
diferencial importante ¢ imunodeficiéncia comum varidvel (CVID). Embora nd3o tenha sido
diagnosticada em potros ainda, CVID em equinos se manifesta em ambos os sexos com infec¢des
bacterianas recorrentes, hipo ou agamaglobulinemia, resposta inadequada a vacinagio, linfopenia de
células B, e falta dos centros germinais e células plasmaticas nos tecidos linféides (13).
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Deficiéncia seletiva de imunoglobulina [eM

A deficiéncia seletiva de IgM foi diagnosticada em potros de ambos os sexos da raca Arabe,
Quarto de Milha e Standardbred, na idade de 2 a 10 meses (14-17). Os potros apresentavam histdria
clinica com febres recorrentes, broncopneumonia cronica, artrite, enterite, dermatite, hiperplasia de
linfonodos e crescimento retardado. Os micro-organismos isolados do trato respiratério dos potros
afetados incluem Staphylococcus aureus, Streptococcus zooepidemicus, Actinobacillus equuli,
Klebsiella spp, e E. coli. Em potros, infeccdes cronicas acabam levando a eutandsia, embora as
condicdes transitérias sdo possiveis. As concentragdes séricas de IgM mediram menos do que 2
desvios-padrdao da média normal, sendo que as de IgG e IgA se encontravam dentro da faixa normal de
referéncia para a idade. As contagens de linfécitos B e T em sangue periférico e a resposta
proliferativa ao estimulo mitogénico in vitro foi medida com resultados normais, embora a resposta
para lipopolissacarideo pareceu ser diminuida nos animais afetados (18).

A interpretacdo das concentracdes séricas de IgM, deve ser feita com cautela, especialmente
quando as concentragdes séricas de IgG e IgA estdo dentro dos valores normais; concentracdes séricas
de IgM menor do que 25 mg/dL persistentes definem esta disfuncdo humoral (19). As concentracdes
séricas de IgM sdo bastante especificas para a funcdo das células B em potros, jid que a producdo de
IgM ocorre no ttero, a concentragdo de IgM colostral € baixa e tem uma meia-vida curta de 5-16 dias
(8, 16, 20). Concentracdes séricas de IgG e IgM devem ser monitorizadas para avaliar a persisténcia
ou a alteracdo dos valores com a idade. Quando as concentragdes séricas de IgM menores do que 25
mg/dl sdo acompanhadas por hipogamaglobulinemia IgG e linfopenia de células B, outros tipos de
imunodeficiéncia humoral devem ser considerados (ex: agamaglobulinemia, imunodeficiéncia varidvel
comum). Linfoma ou linfossarcoma devem ser considerados como diagndstico diferencial pois muitas
vezes causam hipogamaglobulinemia IgM.

O fato da concentragdo sérica de IgM ser seletivamente baixa concomitantemente a
concentracdo sérica normal de IgG € intrigante. Todas as células B produzidas na medula Gssea
expressam IgM, e podem gerar a resposta IgM primdria ao encontrar com antigenos. A resposta de
IgG requer a interagdo com células T CD4+ e a troca de isotipo de imunoglobulina, um processo que
requer ativagdo e co-estimulacdo celular. Portanto, o fato de que IgG € produzido, mas ndo o seu
antecessor IgM traz questdes importantes sobre o mecanismo da doenca. Além disso, o tipo de
organismo isolado em potros afetados requer opsonizacdo com IgG e complemento para fagocitose e
destruicao eficiente, enquanto que IgM tem um papel reduzido neste processo. Uma base genética ndo
foi identificada, mas dois casos relatados tinham uma linhagem comum (15).

Sindrome da imunodeficiéncia do potro

A sindrome da imunodeficiéncia do potro (foal immunodeficiency syndrome, FIS) é uma
condi¢do hereditdria fatal caracterizada por anemia profunda e septicemia, esta dltima devido a
imunodeficiéncia primdria. A doenca afeta potros machos e fémeas das racas Fell Pony e Dales, e
possivelmente outros animais com estas linhagens sanguineas (21, 22). Potros afetados nascem
aparentemente sauddveis, mas rapidamente deixam de prosperar e sdo submetidos a eutandsia. A
doenga se torna clinicamente aparente em potros ao redor de um més de vida e a morte ocorre
geralmente ao redor dos trés meses de vida (23-25). Enterocolite, broncopneumonia, pancreatite e
hiperqueratose glossal sdo freqiientemente causadas por infeccdes oportunistas (ex: Escherichia coli,
Cryptosporidium spp., adenovirus) que caracterizam a susceptibilidade imune. O tratamento de
infecgdes e septicemia pode ser temporariamente possivel com antibiticos, no entanto, a combinagao
de organismos infecciosos impede uma protec¢do prolongada. A anemia & fatal.

Os potros desenvolvem anemia progressiva severa pela falta de produgdo de eritrécitos na
medula 6ssea, anemia do tipo ndo-regenerativa que nao envolve hemorragia ou hemolysis (23-25). A
citologia de medula éssea de potros afetados indica que estes podem nascer com precursores
eritréides, mas rapidamente desenvolvem hipoplasia eritrocitdria severa. Além disso, desenvolvem a
linfopenia de células B e h4 hipoplasia dos 6rgdos linféides, com falta de foliculos germinativos
secunddrios nos linfonodos e baco e auséncia de plasmdcitos. O exame imunoistoquimico ndo detecta
linfécitos B na medula 6ssea e estas sdo raras nos linfonodos e baco. A ganglionopatia periférica
caracterizada por cromatodlise neuronal envolvendo ginglios mesentérico e trig€émeo craniano também
foi descrita (23).
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Ao nascimento, os valores de hemoglobina e hematdécrito podem ser medidos dentro dos niveis
baixos de referéncia, e a distribuicdo de células B no sangue periférico sdo equivalentes aos dos potros
ndo afetados. Mas em poucas semanas, anemia profunda e linfopenia de células B desenvolvem (26-
28). Embora a linfopenia B limita a capacidade dos potros afetados em produzir imunoglobulinas, as
concentracdes séricas de IgG sdo geralmente normais quando os sinais clinicos sdo detectadas, pois
sdo ainda de origem colostral (23-25, 29). No entanto, as concentragdes séricas de IgM ndo sdo
detectdveis em potros afetados, um parametro ndo confundido por anticorpos colostrais nesta idade e
que indica a imunodeficiéncia humoral (7, 26, 29). Os potros afetados desenvolvem septicemia apesar
de concentragdes séricas de IgG normais, sugerindo uma disfuncao linfocitica mais ampla. Embora ha
distribuicdo sanguinea normal de células T CD4 + e CD8 + em potros afetados, uma possivel
disfunc¢ao de células T € sugerida pelo desenvolvimento anormal do timo e infeccdes oportunistas com
criptosporideos e adenovirus (27). Além disso, a expressio do complexo principal de
histocompatibilidade de classe II (MHC classe II) em linfécitos do sangue periférico pode ser reduzida
e/ou ndo aumentar com a idade em potros afetados, também sugerindo desenvolvimento anormal de
linfécitos T (30). No entanto, quando estimulados in vitro, os linfécitos de sangue periférico de potros
afetados respondem normalmente a mitégenos (25, 27).

A andlise do pedigree da raga Fell Pony sugere que esta sindrome tem heranca autossomica
recessiva (22, 23). Os carreadores genéticos sdo fenotipicamente normais. Uma mutacdo no gene
SLC5A3 no cromossomo ECA26 foi associado a sindrome (31). O efeito bioldgico e a relagdo causal
desta mutacdo ndo foram definidos até o presente e outras mutacdes na regido gendomica podem estar
envolvidas. A presenca de eritrdcitos e células B no sangue periférico no momento do nascimento
sugere uma hematopoiese limitada durante a vida fetal. No entanto, esta producdo de células ndo é
mantida apds o nascimento. Esta condi¢do hereditiria pode ser causada por anomalias genéticas
independentes ou comuns que afectam ambas as linhas celulares. Um teste genético de DNA foi
desenvolvido pelo Animal Health Trust, Newmarket, UK (22) que detecta animais carreadores e
afetados, favorecendo o planejamento reprodutivo e, consequentemente, diminuindo a incidéncia desta
sindrome.

Imunodeficiéncia comum varidvel

A imunodeficiéncia comum varidvel (common variable immunodeficiency, CVID) é uma
doenca imunoldgica rara e fatal no equino caracterizada pela manifestacdo clinica tardia de infec¢des
bacterianas recorrentes devido a faléncia na producdo de anticorpos secunddria a diferenciacdo
ineficiente das células B na medula éssea. A maioria dos animais afetados t€ém uma vida saudavel por
varios anos até que os sinais clinicos da doenca se manifestam com infec¢des bacterianas e febres
recorrentes, hipo ou agamaglobulinemia, linfopenia progressiva de células B e resposta inadequada a
vacinagdo (ex: toxéide tetanico) (32).

Os animais afetados sdo equinos adultos (idade média de 10 anos, entre 2 a 23 anos), de ambos
0s sexos, ndo co-sanguineos e racas e linhagens diferentes (Puro Sangue Ingles, Quarto de Milha,
Arabe, Warmblood, Paint e Pony) (13). Os sinais clinicos mais comuns incluem pneumonia
recorrente, sinusite, meningite e/ou distirbios neuroldgicos, septicemia, peritonite, gengivite, hepatite,
diarréia, susceptibilidade a parasitas gastrointestinais, conjuntivite, uveite e abscessos de pele (32-35).
A meningite bacteriana, doenga rara no equino adulto, pode apresentar-se clinicamente com depressao
e anorexia acentuada, alternada por periodos de apetite normal e ataxia. A perda de peso e/ou atrofia
muscular sdo comuns.

A imunofenotipagem de linfécitos do sangue periférico indica linfopenia de células B
persistente e severa (inferior a 2%). O parametro que definitivamente indica uma disfun¢do humoral é
a concentragdo sérica de [gG menor do que 800 mg/dL. As concentragdes séricas de IgM sdo também
reduzidas a menos do que 25 mg/dL, o que sugere a incapacidade de elaborar a resposta imune
primdria e seconddria e a disfunc¢do das células B. As concentracdes séricas de IgA podem estar dentro
dos valores normais, mas os niveis tendem a reduzir progressivamente. A hipogamaglobulinemia
severa leva a hipoglobulinemia, mesmo na presenca de infecgOes bacterianas graves e
hiperfibrinogenemia (36).

Os agentes patogénicos envolvidos em infec¢des sao Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Actinobacillus spp., e Klebsiella spp., organismos que requerem a opsoniza¢cdo com imunoglobulina e
complemento para a fagocitose e destrui¢do bacteriana eficientes. Algumas vezes, infec¢do por fungos
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(Aspergillus spp,. Bipolaris spp, Pneumocystis jiroveci) ou Rhodococcus equi foi diagnosticada em um
pequeno nimero de equinos afetados que foram tratados com corticéides, ou apresentaram linfopenia
de células T CD4 + e razdo de células CD4/CDS baixa, concomitantemente a linfopenia de células B
(1, 13). Linfopenia intermitente (<1,200 células /ml) é comum. No entanto, a resposta das células T ao
estimulo mitogénico in vitro é normal.

As células B sido raras nos tecidos linféides primdrios e secunddrios e, consequentemente, no
sangue periférico (13, 36). Em geral, os linfonodos sdo pequenos e ndo apresentam centros de
germinacao secunddrio. Além disso, hd auséncia de células plasméticas em vdrios tecidos linféides e
mucosas. As células B precisam ser geradas a partir de células-tronco hematopoiéticas na medula
Ossea continuamente ao longo da vida de um individuo para manter a populagdo celular e fungdo
humoral adequada nos tecidos linféides periféricos. A diferenciacdo e desenvolvimento de células B
sdo reguladas por uma rede de elementos de transcricao e de desmetilacao de dinucledtideos (37). Nos
animais afetados, a producdo de células B ndo se completa na medula 6ssea e a anomalia afeta a fase
de transi¢do entre células pré-pr6-B e células pr6-B. H4 diminuicdo significativa na expressdo dos
fatores de transcricdo E2A e PAXS, o que afeta a expressdo subsequente dos genes CDI9, IGHM e
IGHD, todos essencias para a producao de células B (38). Os estudos atuais investigam a possibilidade
de mecanismos epigenéticos que levam a silenciacdo de genes essenciais para diferenciagdo das
células B na medula 6ssea.

O manejo clinico de animais afetados requer terapia antimicrobiana constante ou intermitente,
além de terapia de suporte durante speticemia e infeccdes severas. Transfusdo intravenosa de plasma
equino ndo é vidvel devido a baixa concentracdo de imunoglobulinas, vida-media curta e alto custo.
Portanto, a maioria dos animais afetados sdo submetidos a eutandsia. O principal diagndstico
diferencial € linfoma ou linfosarcoma porque podem alterar a distribuicdo e funcdo de linfdcitos,
incluindo linfopenia de células B e hipogamaglobulinemia. Se a doencga se manifesta em idade jovem,
outros diagndsticos diferenciais incluem hipogamaglobulinemia transitéria do equino jovem e
agamaglobulinemia.

Imunodeficiéncias celulares

Doencgas primérias da imunidade celular sdo raras e mais dificeis de diagnosticar do que as
imunodeficiéncias humorais. Elas podem resultar da disfun¢do celular devido a falhas na expressao de
moléculas de superficie envolvidas na ativacdo celular, ou dos componentes celulares de sinalizacao.
No entanto, condi¢des que afetam a distribuicdo das células T no sangue periférico podem ser
reconhecidas por testes imunolégicos como a imunofenotipagem. Os sinais clinicos de infec¢des
recorrentes e febres sdo comuns tanto na imunidade celular quanto a humoral. No entanto, o tipo de
organismo que causa a doenca (ex: organismos intracelulares como virus, fungos, protozodrios e
micobactérias) sugere o envolvimento de defici€éncia na imunidade celular.

Linfopenia transitoria de células T CD4+

Proporcionalmente ao avango na idade, o potro apresenta um aumento nas contagens totais de
linfécitos do sangue periférico e peso dos tecidos linféides secundérios e ambos refletem a ativagdo e
expansdo de linfécitos nesta fase de estimulo antigénico intenso (39). Alguns potros, no entanto,
podem apresentar um atraso nesta expansdo populacional,e apresentarem valores baixos de linfécitos
T CD4+ no sangue periférico e, consequentemente, baixa razdo CD4/CDS8 (menor do que 2) de
distribuicao de células T (40, 41). A expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
de classe II em linfécitos aumenta fisiologicamente no potro no primeiro ano de vida. Nos potros
afetados, hd um atraso neste processo nos linfdécitos, mas ndo nos mondcitos. A resposta proliferativa
de linfécitos ao estimulo mitog€nico in vitro, as concentragdes séricas de imunoglobulina e a
distribuicdo de linfécitos B s@o normais em potros afetados. No entanto, alguns potros podem
apresentar também hipogamaglobulinemia transiente.

Potros normais em crescimento tendem a ter uma concentragio de linfécitos superior (2 ou 3
vezes) a do cavalo adulto. A reducdo na populagdo de células T CD4+ no sangue periférico é
acompanhada frequentemente por linfopenia absoluta ou falha na expansdo da populacdo linfocitica.
Em outros casos, a linfopenia de células T CD4+ pode ocorrer mesmo quando hd uma expansio
notivel na contagem linfocitica. Ambas as condi¢des podem ser medidas com o teste de
imuofenotipagem, usando valores referencias de animais sauddveis da mesma idade. Em alguns casos,
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ha uma porcentagem alta dos linfécitos circulantes negativos para os marcadores de células T (CD3,
CD4, CD8) e B (CD19 e IgM); estas células podem ser células natural killer NK (39). E possivel que a
linfopenia CD4 transitéria reflete uma atividade comprometida dos tecidos linféides secundarios, com
baixa ativagdo e expansiao celular.

Durante esta fase, pode haver aumento na susceptibilidade a infec¢des recorrentes por
organismos intracelulares (ex: pneumonia por Pneumocystis jiroveci) (40). Nos casos em que ha
concomitante hipogamaglobulinemia, a lista de organismos se expande a bactérias encapsuladas. A
terapia antimicrobiana prolongada é recomendada até que os pardmetros se recuperem. No caso de
Prneumocystis jiroveci, tratamento com trimetoprim-sulfadiazina controla as pneumonias recorrentes.
Esses potros devem ser monitorizados periodicamente com leucogramas, ultra-som ou radiografia
tordcica e testes imunoldgicos para determinar a necessidade de tratamento de acordo com a melhoria
dos valores clinicos e imunoldgicos.

Imunodeficiéncia combinada severa

A imundeficiéncia combinada severa (severe combined immunodeficiency, SCID) é uma
condi¢do hereditdria autossdmica recessiva que afeta o desenvolvimento de células B e T em potros da
raca Arabe ou com sua linhagem (41-43). Consequentemente, tanto a imunidade humoral como a
celular sdo prejudicadas, levando a susceptibilidade a infec¢Ges por organismos variados (44). A
doenga se manifesta clinicamente em potros machos e fémeas de menos de dois meses de vida e que
apresentam broncopneumonia e diarréia causadas por infec¢des bacterianas, Prneumocystis jiroveci,
adenovirus, coronavirus e Cryptosporidium parvum (45, 46). Como as infec¢des sdo comuns nesta
idade, o diagndstico pode ser negligenciado inicialmente.

Os tecidos linféides em potros afetados sdo hipoplasticos e ndo possuem centros germinativos.
O timo tem escassez de linfécitos e € infiltrado por tecido adiposo (47). Consequentemente, ha
linfopenia severa em sangue periférico (< 1.000 células/uL) e a concentracdo sérica de IgM ndo é
detectdvel. A concentracdo sérica de IgG reflete os anticorpos colostrais ainda circulantes. Os poucos
linfécitos existentes ndo sdo funcionais, ndo respondem a vacinagdo e ao estimulo mitogénico e
alogénico, e ndo elaboram reacdo de hipersensibilidade retardada (48). No entanto, os potros afetados
sdo susceptiveis a doenca quando recebem sangue hepético, do timo ou periférico de cavalos ndo
afetados (49).

O desenvolvimento anormal de células B e T é causado por um defeito na recombinacdo dos
genes variavel, diversificado e junta [V(D)J] durante a formagdo dos receptors B e T. Uma mutacgdo
silenciosa do gene que codifica a por¢ao catalitica da DNA-dependente proteina quinase (DNA-PKC)
resulta na auséncia da funcdo desta proteina em potros afetados (50, 51). Portanto, ndo ha
recombinacio genética vidvel, os receptores ndo se formam e a células B e T nio se desenvolvem. A
manifestacdo da doenga ocorre em potros homozigdticos para este gene defeituoso, enquanto que os
cavalos carreadores heterozigéticos sdo imunocompetentes.

O tratamento de potros afetados é dificil e ineficiente (52). Terapia com antibiticos e
transfusdao de plasma intravenosa fornece um controle limitado das infec¢des, mas a morte ocorre
antes dos cinco meses de idade. Substitui¢do experimental bem sucedida de células B e T em potros
afetados foi realizada experimentalmente com o transplante de medula ssea de um potro sauddvel de
compatibilidade completa com seu irmdo afetado (53). O transplante criou um sistema imunolégico
funcional no recipiente, caracterizado por nimero normal de linfécitos circulantes, resposta humoral a
vacinagao e resposta proliferativa a inje¢do mitogénica intradérmica.

O diagnéstico definitivo de carreadores e potros afetados pode ser feito laboratorialmente por
teste de DNA usando amostras de sangue total ou swab de mucosa (54). O teste deve ser realizado em
todos os cavalos drabes e drabe-mesticos utilizados em reproducdo. O planejamento apropriado de
reproducdo de carreadores impede o resultado com potros afetados e diminui a incidéncia do gene
mutante na populacao.

Imunodeficiéncias fagociticas

Nado hd nenhuma descricdo de disfuncdo fagocitaria primdria no cavalo. Potros recém-nascidos
sauddveis possuem funcdo neutrofilica eficiente, mas uma diminui¢@o transitéria na fagocitose e a
atividade oxidativa pode ser observada na septicemia, com melhora na eficiéncia durante o periodo de
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recuperagio clinica (55, 56). E importante lembrar que a fungio fagocitica depende da capacidade de
opsonizagdo, principalmente por imunoglobulinas e complemento (57).

A anomalia de Pelger-Hiiet de neutréfilos foi identificada no equino, na qual as células
apresentam nticleos em forma de haltere bilobado e com diminui¢cdo de segmentos nucleares (58, 59).
A funcdo destes neutréfilos competente, ou seja, a fagocitose e a atividade oxidativa sdo normais e niao
ha sinais clinicos de imunodeficiéncia. Portanto, o diagndstico € incidental, durante a avaliacdo de
esfregacos de sangue. Nos seres humanos, a anomalia de Pelger-Hiiet é benigna e herdada de forma
dominante, causada por mutacdes no gene do receptor da lamina-B (RLB) durante a fase terminal de
diferenciac@o dos neutréfilos.

Embora as formas hereditarias da disfuncdo dos neutréfilos ndo foram ainda descritas no
cavalo, teste da fung@o dos neutréfilos (expressdo da molécula CD18, capacidade de fagocitose e
atividade oxidativa) € indicada quando os sinais clinicos incluem dermatite recorrente ou abcessos
cutaneos ou cavitdrios causados por bactérias oportunistas ou encapsuladas (Serratia spp.,
Streptococcus spp.), ou fungos (Candida spp., Aspergillus spp.). Algumas das doencas associadas com
desordens fagocitdrias descritas em outras espécies incluem deficiéncia de adesdo de leucdcitos (falta
de expressdo da integrina CDI18), a doenca granulomatosa cronica (incapacidade de atividade
oxidativa), hematopoiese ciclica de neutréfilos e sindrome de Chediak -Higashi (granulos gigantes em
neutroéfilos).

Imunodeficiéncias do sistema de complemento

A deficiéncia primdria de proteinas de complemento ndo foi ainda relatada no cavalo. No
entanto, o potro nasce com baixas concentragdes séricas de complemento e o colostro ndo é uma fonte
significativa de componetes. Portanto, os potros sdo transitoriamente deficientes na capacidade de
opsoniza¢cdo com complemento e contam com sua propria producio apds o nascimento (55, 57). Em
septicemia, complemento C3 é rapidamente consumido, o que atrasa o aumento fisioldgico observado
com a idade (56).

CONSIDERACOES FINAIS

As imunodeficiéncias primdrias sdo raras nos equinos, mas esta espécie apresenta varias formas
de doencas, algumas bem definidas geneticamente, outras ainda em estudo. Testes imunolégicos para
o diagnéstico de imunodeficiéncia sdo indicados quando hd sinais clinicos de infeccdes e febres
recorrentes, infeccdes com organismos oportunistas (ex: Preumocystis jiroveci, Cryptosporidium
parvum, adenovirus) ou histdria clinica de linhagem de sangue que sugere heranga de disfuncdo imune
primdria. Imunodeficiéncia humoral pode ser diagnosticada inicialmente por concentragdes séricas de
imunoglobulinas IgG, IgM e IgA e pela distribuicio de células B no sangue periférico.
Imunodeficiéncia celular € relativamente rara e mais dificil de diagnosticar, mas alteracdes na
distrubuicdo de células T no sangue periférico por imunofenotipagem e citometria de fluxo podem ser
avaliadas. Além disso, a resposta proliferativa e a producdo de citoquinas de células T apds
estimulagdo mitogénica in vitro e a reacdo de hipersensibilidade retardada a injeccao intradérmica sdao
métodos que avaliam a funcao celular. Os testes para a funcdo de fagocitose e atividade oxidativa em
citometria de fluxo sdo préticos e eficientes.

Todos os testes imunoldgicos em potros devem ser acompanhados de amostras de controle
pareadas por idade e raca, a fim de considerar aspectos de desenvolvimento no sistema imune na idade
jovem. Os resultados devem ser ainda comparados com os intervalos de confianca determinado pelo
laboratério. A repeticdo de testes € recomendada para avaliar uma condi¢@o transitdria ou persistente.
Em potros de menos de trés meses de vida, os niveis séricos de IgG incluem anticorpos colostrais que
confundem a interpretacdo de producdo enddgena. Por conseguinte, as concentragdes séricas de IgM
sdo mais especificas para medir a func¢do das células B em potros (8, 15, 20). A resposta humoral a
vacinacdo em potros pode também ser dificil de interpretar devido a interferéncia de anticorpos
colostrais e a necessidade de um ou dois refor¢os antigénicos para alcancar uma resposta mensurdvel;
desta forma, este tipo de teste tem uma aplicagdo mais definida em potros maiores de seis meses de
vida.
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RESUMO

A familia Retroviridae possui este nome devido a enzima transcriptase reversa (do latin retro:
caminho reverso) a qual transcreve o RNA gendmico viral em DNA que migra para o nicleo
da célula integrando-se ao genoma do hospedeiro. A partir da infec¢do por um retrovirus os
hospedeiros se tornam persistentemente infectados e passam a desenvolver os mais variados
sinais clinicos e doencgas caracterizadas pelo surgimento de tumores, imunodepressio e
doencas inflamatoérias localizadas ou sist€émicas. Membros da familia Retroviridae estdao
classificados em vdrios géneros e espécies como 0s lentivirus de pequenos ruminantes que
afetam caprinos e ovinos, virus da anemia infecciosa eqiiina dos equinos, virus da
imunodeficiéncia felina dos felideos que normalmente estdo associados a doencas de
progressao lenta, cronica e degenerativa. Alguns retrovirus podem ainda induzir o surgimento
de tumores como o virus da leucemia felina ou da leucose enzodtica bovina. Como as
retroviroses tem grande impacto na veterindria, levando a perdas econdmicas expressivas
devido a diminui¢do da produgdo animal e barreiras a importacdo de animais vivos e produtos
de origem animal, estratégias de controle se tornam prioritdrias em rebanhos infectados ou
rebanhos livres com risco de infecg¢ao.

Palavras-chave: retrovirus, animais domésticos, epidemiologia e clinica.
RETROVIRUS DE ANIMALES DOMESTICOS
RESUMEN

La familia Retroviridae tiene este nombre debido a que la enzima transcriptasa inversa (del
latin retro: camino inverso), que transcribe el ARN gendmico viral en el ADN que migra al
nicleo de la célula se integrando al genoma huésped. Después de la infeccién con los
retrovirus, los huéspedes quedan infectados de forma persistente y comienzan a desarrollar
diversos signos clinicos y patolégicos caracterizados por la aparicion de tumores,
inmunodepresidon e inflamaciones localizadas o sistémicas. Los miembros de la familia
Retroviridae se clasifican en varios géneros y especies como el Lentivirus de pequefos
rumiantes que afecta a las ovejas y a las cabras, virus de la anemia infecciosa equina, virus de
la inmunodeficiencia felina, que normalmente estdn asociados con enfermedades de
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progresion lenta, degenerativa y cronica. Algunos retrovirus también pueden inducir la
aparicion de tumores tales como el virus de la leucemia felina o de la leucosis bovina
enzodtica. Debido a que los retrovirus tienen gran impacto en la veterinaria, dando lugar a
importantes pérdidas econdmicas debido a la disminucion de la productividad animal y a las
barreras a las importaciones de animales vivos y a los productos de origen animal, las
estrategias de control se convirtieron en una prioridad en rebafios infectados o en rebafios
libres con riesgo de infeccion.

Keywords: retroviruses, domestic animal, epidemiologic, clinic.
RETROVIRUSES OF DOMESTIC ANIMALS
ABSTRACT

Se denomina familia Retroviridae al conjunto de virus que posee la enzima transcriptasa
inversa (del latin retro: camino inverso), que transcribe el ARN genémico viral en el ADN
que migra al nicleo de la célula integrandose al genoma del huésped. Una vez colonizados
por retrovirus, los huéspedes sufren infeccion persistente y desarrollan diversos signos
clinicos y patoldgicos caracterizados por la apariciéon de tumores, inmunodepresion e
inflamaciones localizadas o sistémicas. Los miembros de la familia Retroviridae se clasifican
en varios géneros y especies como el Lentivirus de pequefios rumiantes que afecta a las ovejas
y a las cabras, el virus de la anemia infecciosa equina y el virus de la inmunodeficiencia
felina, que normalmente estdn asociados con enfermedades de curso lento, degenerativas y
cronicas. Algunos retrovirus también pueden llevar a la aparicion de tumores tales como el
virus de la leucemia felina o de la leucosis bovina enzodtica. Debido a que los retrovirus
tienen gran impacto en la veterinaria, dando lugar a importantes pérdidas econémicas debido
a (1) la disminucién de la productividad animal y (2) a las barreras a las importaciones de
animales vivos y a los productos de origen animal, las estrategias de control se convirtieron en
una prioridad en rebafios infectados o en rebafios libres con riesgo de infeccion.

Palabras clave: retrovirus, animals domesticos, epidemiologia, clinica.
INTRODUCAO

Os retrovirus sdo conhecidos de longa data pelo seu potencial em causar doengas de
progressao lenta, debilitantes, degenerativas e em algumas situagdes fatais pelo surgimento de
quadros agudos imunosupressivos com ou sem a presenca de tumores. As perdas econdmicas
relacionadas as retroviroses sdo diretas pelo comprometimento da produg¢do animal ou
indiretas por barreiras a comercializa¢do de animais vivos ou produtos de origem animal. O
diagndstico das retroviroses normalmente € dependente de testes laboratoriais uma vez que os
sinais clinicos sao variados, existem associagdes com agentes oportunistas e podem confundir
com outras patologias. Além do diagnéstico preciso, seu controle € dependente de boas
praticas de manejo e assisténcia veterindria. Como os animais acometidos por retrovirus
normalmente se tornam permanentemente infectados o grande desafio hoje é o
desenvolvimento de testes diagndsticos sensiveis e especificos e vacinas capazes de prevenir a
infeccdo ou o desenvolvimento de doencas em animais que possuem 0s provirus integrados
em seu genoma.
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Artrite Encefalite Caprina

O virus da artrite-encefalite caprina é um retrovirus nao oncogénico, caracterizado por
causar infec¢do persistente, provocando enfermidades de curso progressivo e debilitante (1).
Estudos recentes tem demonstrado que o virus da artrite-encefalite caprina e o Maedi-visna
dos ovinos fazem parte de um mesmo grupo heterogéneo e ndo sdo mais considerados espécie
especificos sendo denominados de lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR).

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) pertence a familia Retroviridae, género
Lentivirus, sendo um virus envelopado de simetria icosaédrica com tamanho entre 80 e 100
nm, genoma do tipo RNA linear com duas fitas simples ndo complementares de sentido
positivo (2).

O CAEV apresenta no seu envelope uma glicoproteina, a gp135, e no capsideo, a p28,
que induzem a formacdo de anticorpos nos animais infectados. Possui também a transcriptase
reversa, que ¢ uma DNA polimerase RNA dependente, essencial para a transcricio do RNA
viral em DNA proviral e a integrase, responsavel pela integragdo deste dltimo ao genoma da
célula hospedeira (3).

No Brasil, a ocorréncia de soropositividade para CAE (artrite-encefalite caprina) foi
relatada pela primeira vez no Rio Grande do Sul (4). Estudos soroepidemioldgicos t€ém
demonstrado a ocorréncia dos LVPR em varios estados brasileiros, principalmente no rebanho
caprino (1). A falta de controle sanitdrio na introducdo de animais tem sido o principal fator a
contribuir para a presenca desses patégenos (5).

A CAE ¢ uma enfermidade infecciosa, multissistémica que infecta caprinos em vérias
fases do desenvolvimento etdrio, independente de sexo, raga e produgdo (6). Este virus causa
infeccdo persistente com periodo de incubagdo longo, determinando importantes perdas
economicas (7).

Na maioria das vezes, os animais desenvolvem uma resposta humoral com titulos de
anticorpos detectdveis por testes soroldgicos, mas que nao resultam na eliminacao do virus do
organismo. Uma vez infectado, o animal permanece como portador e fonte de infeccdo para o
rebanho durante toda a sua vida (8). O CAEV possui tropismo pelas células do sistema
mononuclear fagocitdrio (mondcitos e macréfagos), estimulando a producdo de anticorpos
contra as proteinas da cédpside e das glicoproteinas do envelope do virus (7).

Apos a penetragdo, a partir do RNA viral, a transcriptase reversa gera DNA de dupla
fita, que se integra ao DNA cromossomico da célula hospedeira. A replicacdo fica restrita
nesta primeira etapa, sem producdo de proteinas e particulas virais. Dessa forma, a infec¢ao
persiste, com minima ativac@o da resposta imune (2).

A expressdo e liberagdo do virus ocorrem a medida que os mondcitos infectados se
diferenciam em macréfagos. A doenca resulta da inflamagdo decorrente da reagdo do sistema
imune do hospedeiro contra o virus. Os animais infectados com CAEV ndo podem ser
considerados imunosuprimidos, mas nao se pode excluir a possibilidade que as células imunes
estdo funcionalmente afetadas (9).

A infec¢@o ocorre principalmente durante os primeiros meses de vida, pela ingestao de
leite ou colostro de cabras infectadas pelo CAEV (7). A introdu¢do de fémeas infectadas nos
rebanhos acelera a disseminag@o do virus no mesmo, provavelmente em virtude de fatores,
tais como contato prolongado e problemas na ordenhadeira mecéanica provocando lesdes no
teto (10). Ha evidéncias que indicam a transmissd@o materna fetal do CAEV, mesmo que com
baixa incidéncia, podendo ocorrer por duas possiveis vias: transmissdo intrauterina e
transmissdo no canal vaginal no momento do parto, pela ingestdo ou inalacdo de células
infectadas pelas crias (11). O virus também j4 foi identificado no sémen de animais
infectados, representando assim uma possibilidade de transmissdo pela monta natural ou
inseminacdo artificial (12).
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As alteracdes clinicas mais comumente identificadas em caprinos sdo a articular,
mamdria, neuroldgica e pulmonar. A forma articular é a mais comum, acometendo animais a
partir de 6 meses e € caracterizada principalmente pelo aumento de volume da articulacao do
carpo, atingindo um ou dois membros anteriores. Exames anatomopatolégicos e radiolégicos
demonstram a presenca de periartrite com espessamento capsular, associada a deposi¢cdes de
minerais e edema de tecido conjuntivo, podendo levar a claudicacdo e posicdes anOmalas,
devido a dor causada pelo edema (6).

A glandula mamaria pode apresentar lesdes € em casos cronicos sdo determinadas por
uma mamite intersticial com endurecimento do ubere e posterior diminuicdo da produgdo
l4ctea, de forma gradativa, atingindo o grau maximo da agalaxia (13). A forma neurolégica é
mais comum em cabritos de um a quatro meses, sendo responsdvel por paresia ou ataxia dos
membros posteriores, andar em circulo, cegueira, opstétomo, incoordenacdo e tremores
musculares (7). Outros sinais clinicos descritos sdo os respiratérios, presentes com menos
frequéncia em caprinos e muito conhecida em ovinos como ‘“pneumonia progressiva ovina”.
Os sintomas mais significativos sdo: aumento da frequéncia respiratdria, intolerancia a
esforco fisico, dispneia e tosse seca (5, 14).

A IDGA (imunodifusdo em dgar gel) € o teste recomendado pela Organiza¢cdo Mundial
de Satde Animal (OIE) para diagnéstico da CAE, o qual além de pratico tem baixo custo e
boa especificidade (15). Entretanto, os animais infectados por esses virus podem apresentar
soroconversdo tardia e variacdo nos niveis de anticorpos durante a vida, o que reduz a
sensibilidade e tem implicacdo direta no sucesso de programas de controle (16). As técnicas
de ELISA e reacdo em cadeia polimerase (PCR) sdo mais sensiveis para a deteccdo de
animais infectados pelo virus da CAE, mas em contrapartida sdo mais onerosas, de dificil
execu¢do e muitas vezes disponiveis apenas para pesquisas.

A possibilidade do isolamento e identificacio do agente existe, mas ndo ¢
rotineiramente empregado por ser demorado e bastante dispendioso (17), no entanto a
utilizacdo de fragmentos de explantes de membrana sinovial caprina nos isolamentos
representa a possibilidade de identificagdo precoce de amostras virais, mesmo antes do
surgimento de efeito citopatico perceptivel e da formag¢do de monocamadas (18).

A prevencdo e controle da doenga baseiam-se na diminui¢@o dos riscos de infec¢do pelo
virus (5). No Brasil a CAE esta distribuida na grande maioria dos criatérios do pais, muitas
vezes com uma prevaléncia de 80%, tornando-se um importante problema para a
caprinocultura brasileira. Desta forma novas medidas devem ser tomadas para se controlar a
disseminagdo da doenca, uma vez que o abate dos animais soropositivos, torna-se
impraticdvel e muito oneroso ao produtor. Uma op¢do € a identificacdo por diagndstico
sorolégico ou mesmo molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e separacao dos
animais positivos dos negativos, caracterizando dentro da propriedade dois sistemas
individuais: um soropositivo e outro soronegativo.

Nos plantéis suspeitos ou sabidamente positivos, algumas recomendacdes sdo essenciais
para se iniciar um programa de controle, como realizar teste soroldgico dos animais com
intervalos regulares; separar as crias imediatamente apds 0 nascimento, evitar o contato com
secrecoes e isold-las dos adultos; alimentagcdo artificial com colostro e leite tratados
termicamente ou sucedaneos do leite; adotar linha de ordenha; e usar materiais esterilizados,
como seringas e agulhas, instrumentos cirdrgicos, tatuador entre outros (19).

A quarentena, diagndstico soroldgico e espera do resultado deste diagndstico também
sdo indicados no caso de aquisi¢do de novos animais. Somente animais soronegativos devem
ser adquiridos.
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Anemia Infecciosa Equina

A Anemia Infecciosa Equina (AIE), também conhecida como febre dos pantanos, € uma
doencga incurdvel que acomete membros da familia dos Equideos. Foi a primeira doenca
animal descrita causada por virus, ainda no inicio do século passado. A AIE permanece como
obstiaculo ao desenvolvimento da equideocultura, ¢ uma doenca endémica, transmitida
principalmente por tabanideos e fomites contaminados com sangue infectado.

A AIE € causada pelo virus da anemia infecciosa equina (EIAV), um lentivirus
pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae. Seu genoma é composto por
duas fitas simples de RNA ndo complementares de aproximadamente 8,2 kb, o menor entre os
lentivirus (20). O EIAV contém trés principais genes estruturais e funcionais: o gene gag
codifica as proteinas p26, pl5, pl1 e p9, presentes no capsidio viral; o gene pol codifica as
enzimas transcriptase reversa, integrase e protease € o gene env codifica as glicoproteinas
transmembrana, gp45, e de superficie, gp90 (20, 21).

A AIE apresenta distribuicio mundial, com maior ocorréncia nas 4reas tropicais ou
subtropicais pantanosas e que apresentam popula¢des numerosas de artropodes vetores (20-
22). Em dareas endémicas, a prevaléncia pode atingir 70% dos animais adultos. Estudos
sorolégicos em vérios estados brasileiros, como o Pard, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Goias, Rio Grande do Sul e Rio de janeiro, demonstraram a presenga do EIAV na populacao
equina do pais (23, 24).

Os dados oficiais da AIE no mundo nao apresentam a verdadeira prevaléncia da doenca,
pois sdo considerados apenas os exames laboratoriais realizados para transito intermunicipal
ou interestadual realizados para venda de animais ou para participacdo em eventos
agropecudrios. Estima-se que menos de 10% da populacdo dos eqiiideos tenha sido testada
para AIE, sendo que a maior parte dos animais pertence a rebanhos de alto valor zootécnico
nos quais a doenca estd controlada. Os animais no campo que ndo sdao submetidos ao
diagnéstico representam um risco para a manutengao e disseminacgdo da doenca (25).

O sangue de cavalos persistentemente infectados é a fonte mais importante de
transmissdo do EIAV, que pode ser transferido por insetos hematéfagos da ordem Diptera,
principalmente os tabanideos. Outra potencial forma de transmissdo € por meio de utensilios
contaminados com sangue (agulhas, materiais cirtrgicos, freios, esporas) principalmente em
praticas veterindrias e durante o manejo inadequado dos animais. Os animais podem
desenvolver sinais clinicos da doenga em torno de 15 a 60 dias apds a exposi¢dao ao virus,
antes mesmo do animal ser diagnosticado como positivo. (21, 26). A replicagdo continua do
virus in vivo tem como alvo primdrio as células das linhagens mondcito/macréfago, podendo
também haver uma limitada infec¢cdo em células endoteliais macrovasculares nos tecidos
renais de eqiiideos portadores inaparentes. Embora ocorra uma reducao de até 700 vezes nos
titulos virais no sangue de animais assintomdticos quando comparados com animais
virémicos, estima-se que a replicacdo viral continue nesses periodos, nos macréfagos de
diferentes 6rgaos, como o figado, linfonodos e bago (23, 25).

Os sinais clinicos da AIE sdo varidveis e irdo depender da dose e da viruléncia da
amostra infectante, como também da susceptibilidade individual do hospedeiro Apesar disso,
a resposta clinica dos eqiiideos acometidos com AIE pode ser dividida em trés fases: aguda,
cronica e inaparente (27). As principais manifestacdes clinicas da fase aguda sdo a
trombocitopenia associada a febre e anorexia, e esses sinais clinicos iniciais da doenca
desaparecem dentro de poucos dias, contudo uma pequena porcentagem de animais pode
desenvolver forma grave e fatal da AIE (25).

A fase cronica € caracterizada por ciclos recorrentes de viremia associada a sinais
clinicos como febre, anorexia, edema, leucopenia, anemia, trombocitopenia, hemorragias,
diarréia, glomerulonefrite e letargia, e tem duragdo de trés a cinco dias, e o intervalo entre os
ciclos da doenca é irregular, podendo ser de semanas a meses. A maioria dos eqiiideos
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infectados que sobrevivem a fase aguda e cronica se tornam portadores inaparentes do EIAV
por toda vida (25).

A deteccao de anticorpos contra o EIAV € o método laboratorial mais empregado para o
diagndstico da AIE. No Brasil, e em vérios paises do mundo, o método oficial de diagndstico
de AIE é a Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA) ou teste de Coggins, considerado como
prova padrdo ouro pela Organizagdo Mundial de Saide Animal (OIE), bem como pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (24). Apesar de ser usada em
larga escala, a IDGA apresenta algumas limitagdes, dentre elas a incapacidade de detectar
anticorpos especificos nos estigios iniciais da infeccao (28).

Testes de ELISA para AIE tém sido desenvolvidos e aprovados em alguns paises,
apresentando boa correlagio com a IDGA e melhor sensibilidade em muitos casos,
principalmente na deteccdo de animais positivos em uma fase mais inicial da infeccdo (25,
27). O imunoblot para AIE tem sido uma importante ferramenta de pesquisa para explicar
casos em que ha discordancia entre os resultados da IDGA e ELISA (29). Testes moleculares
para a deteccdo do genoma do EIAV foram recentemente desenvolvidos, tais como a reagao
em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo real, no entanto, ainda possuem o0 uso
restrito aos laboratdrios de pesquisa (30).

A AIE é uma doenga que ndo possui tratamento nem vacina eficaz, portanto, seu
controle ocorre basicamente pela identificacdo, segregacdo e eutandsia dos animais
soropositivos para o EIAV (24). No Brasil, as medidas de controle e profilaxia a AIE seguem
o Programa Nacional de Sanidade de Equideos (PNSE), sendo que, atualmente estd em vigor
a Instrucdo Normativa n° 45 de 15 de junho de 2004, que contém normas para prevencao e o
controle da AIE. A notificacdo da doenca é obrigatdria no territério brasileiro (31). Animais
destinados ao comércio, transito, participacdo em competi¢cdes, feiras e exposicdes devem ser
necessariamente testados e, apresentar resultado negativo no teste de IDGA.

As principais medidas de controle sdo: isolamento dos animais positivos até a eutandsia;
nao compartilhar seringas e outros utensilios que possam ser veiculo do virus; combater
insetos vetores em dreas endémicas (invidvel em grandes dreas ou em dreas de grande
infestacdo, mas vidvel em instalacdes), como também minimizar o contato de equinos com
outros equinos de status sanitdrio desconhecido, até que sejam testados e certificados livres do
virus (20, 24).

Imunodeficiéncia Bovina

A imunodeficiéncia viral bovina € uma doenga crdnica e progressiva que acomete
bovinos. O agente etioldgico o da imunodeficiéncia bovina (BIV) é um lentivirus que possui
ampla distribuicdo geografica, com longo periodo de incubagdo e geralmente apresentacao
subclinica. O BIV induz sinais de leucocitose persistente, linfoadenopatia, emagrecimento e
lesdes do sistema nervoso central. O virus também estd associado com a diminui¢do da
producdo de leite e da resposta linfocitaria. Além disso, hd evidéncia de que ele pode causar
imunossupressdo, podendo desencadear infec¢des bacterianas secunddrias, diminui¢do da
resposta imunolégica a vacinas e encefalite. Embora tenha sido caracterizado
molecularmente, pouco se sabe sobre a biologia da infec¢do natural do BIV, sendo
necessarios mais estudos para esclarecer a patogénese do virus.

O virus da imunodeficiéncia bovina (BIV), também conhecido como Lentivirus Bovino
¢ membro da familia Retroviridae, se assemelha genética, bioquimica, antigénica e
estruturalmente ao virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e por ser muito
semelhante, tem sido usado como modelo bioldgico potencialmente ttil para a compreensao
da patogénese do HIV-1 em métodos de avaliagdo da eficdcia dos tratamentos, teste de drogas
e controle da infeccao viral (32).
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O BIV foi isolado originalmente em 1972 por Van Der Maaten na Louisiana nos
Estados Unidos, de uma vaca apresentava linfocitose persistente, linfoadenopatia,
emagrecimento progressivo e lesdes no sistema nervoso central (33). Evidéncias soroldgicas
sugerem que o BIV esteja distribuido mundialmente e estudos soroepidemiol6gicos mostram
registros variando de 1,4% a 80% de prevaléncia de infeccdes (33) onde desde sua primeira
descricdo em 1972, esta prevaléncia tem sido relatada em bovino leiteiro e de corte no
Canadd, Estados Unidos, Brasil, Argentina, Venezuela, Franca, Alemanha, Itdlia, Suica,
Holanda, Reino Unido, Costa Rica, Turquia, Nova Zelandia, Austrélia, Japao, Coréia, fndia,
Ira e hé relatos de infec¢cao em bufalos no Paquistdo, e em animais de tragcdo na Camboja e na
Indonésia.

O BIV ¢ transmitido verticalmente no ttero por via transplacentéria, e pelo colostro ou
horizontalmente pela troca de fluidos corporais e pelo sangue. O DNA proviral do BIV j4 foi
detectado in vivo em uma grande variedade de tecidos de bovinos, incluindo o cérebro, os
pulmdes, nddulos linféticos, bago, células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
sémen (34).

A transmissdo experimental do BIV pode ocorrer pela administracdo de sangue total de
um animal infectado por via intravenosa (35). O uso de agulhas e materiais cirdrgicos
contaminados, ingestdo de colostro de fémeas infectadas e a higienizacdo deficiente de
instrumentos utilizados em praticas invasivas, como castracdes e descornas, também podem
ser fatores responsaveis pela transmissdo do BIV.

Sob condicdes naturais, os lentivirus s@o altamente espécie-especificos, e o BIV infecta
naturalmente bovinos, mas pode infectar experimentalmente ovinos, caprinos e coelhos(36).
O virus replica em células in vitro induzindo um efeito citopatico caracterizado pela formacao
de sincicios (34). In vivo, infecta mondcitos/macréfagos com uma possivel disfun¢cdo no
sistema imune.

A imunodeficiéncia bovina induz poucos sinais clinicos, e em animais
experimentalmente infectados, a doenga tem uma progressdo semelhante aquela observada
nos casos de HIV. Como consequéncia os animais apresentam uma infeccdo crdnica e
persistente pelo resto da vida. Ha poucos estudos demonstrando que o BIV seja capaz de,
isoladamente, produzir manifestacdes clinicas patolégicas especificas, € em muitos casos, a
infec¢do pode estar associada a outra enfermidade viral, como a Leucose Enzodtica Bovina,
aumentando assim a probabilidade do aparecimento de sinais clinicos (37).

Em bovinos experimentalmente infectados, os animais podem apresentar linfocitose,
hiperplasia linféide, linfossarcoma e infecgdes bacterianas secunddrias (38) devido a
imunossupressdo. Estudos experimentais t€m demonstrado a presenca de encefalite sem
evidéncia de sinais clinicos (39). J4 em achados de necropsias, algumas alteracdes clinicas
foram percebidas, incluindo infiltrados linfocitarios perivasculares cerebrais leves (40).

Alguns sinais ainda podem ser percebidos tais como claudicacdo ou andar rigido, que
podem acometer um ou mais membros. Notam-se ainda sintomas nervosos, como alteracoes
de comportamento, irritagdo e agressao, apresentados por alguns animais. Em outros casos, é
possivel constatar depressao, letargia, ataxia, e, as vezes, dectbito.

Vacas leiteiras canadenses infectadas com BIV apresentaram um decréscimo na
producdo média de leite (41), e a ocorréncia do virus também pode ser associada a infeccoes
bacterianas secunddrias, complica¢des no parto e inicio da lactacdo. Estudos ainda sugerem
que haja uma relacdo entre fatores de estresse e a infec¢do viral pelo BIV, e que sob
condi¢des experimentais, os animais ndo manifestam totalmente a doenca, desde que seja
aplicado um manejo de forma correta, eliminando ou evitando o estresse do animal (39).
Porém, a susceptibilidade a infeccdo pelo BIV pode depender da cepa do virus, racas bovinas
e de fatores ambientais (38-42).

O diagnéstico da infecgdo pelo BIV pode ser realizado pela detec¢do de anticorpos, com
o uso de técnicas de Imunoflorescéncia Indireta (IFA), Western Blott, Ensaio Imuno-
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enzimatico (ELISA) e Reacdo da Cadeia em Polimerase (PCR). Anticorpos para o BIV
podem ser detectados trés semanas ap6s a infeccdo, e podem persistir por mais de dois anos
em animais experimentalmente inoculados (43). A deteccdo do provirus e do RNA gendmico,
em células infectadas, pode ser realizada pelo uso de técnicas de PCR e transcriptase reversa
de PCR (RT-PCR) respectivamente. O isolamento viral é uma técnica pouco utilizada devido
a baixa sensibilidade e especificidade.

As principais medidas de controle da infec¢do pelo BIV consistem na identificagao
precoce da doenca no rebanho e segregacdo dos animais acometidos uma vez que ndo existem
vacinas comerciais no Brasil. A presen¢a da infec¢do viral no Brasil pode ser considerada
como um fator de risco para a saide do rebanho, e um potencial agente causador de doenca
cronica em bovinos, podendo levar a uma perda econdmica significante para o produtor por
causas diretas e indiretas.

Imunodeficiéncia felina

Animais infectados com os virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia
felina (FeLV) podem ter suas barreiras imunoldgicas comprometidas e desencadearem a
imunodeficiéncia felina ao longo da infec¢do, abrindo portas para doencas oportunistas e
sendo fontes de zoonoses (44-48). Estes Retrovirus t€ém distribui¢io mundial e assim como os
outros membros desta familia causam infeccdo persistente e provocam doencas cronicas
como: tumores € imunossupressdo em animais domésticos e selvagens (46-49). A incidéncia
destes virus esté diretamente relacionada com a densidade populacional.

O Lentivirus FIV e Gamaretrovirus FeLLV tem tido relevante destaque nos dltimos anos,
devido a sua similaridade com o HIV-1 e aos estudos da carcinogénese em humanos,
respectivamente (50, 51). O diagnéstico de FIV e FeLLV deve constar de uma associacao entre
os sinais clinicos e o diagndstico laboratorial, pois os sinais clinicos podem ser confundidos
com os de outras doengas (44, 45, 47, 50, 51). As principais formas de prevengdo sio:
castragdo, evitar animais vadios, isolar e tratar animais positivos (44, 45, 47, 50-52). No
Brasil ainda ndo hd uma vacina para FIV, e para FeLV existem vacinas disponiveis
comercialmente que reduzem até 70% a incidéncia da doenga (45, 52).

O FIV foi isolado pela primeira vez em 1986, em Petaluma na Califérnia, EUA (53). E
um Lentivirus pertencente a familia Retroviridae classificado em cinco subtipos (A, B, C,D e
E) com base na variagdo nucleotidica da regido V3 e V5 do gene env (54). O virion €
esferoide, envelopado, tem 100-125 nm de diametro (53). O 4cido nucléico é dimérico,
consistindo de duas moléculas de RNA fita simples com cerca de 9.474 nucleotideos (53, 54).

Assim como os outros retrovirus sua estrutura gendmica € constituida de trés grandes
quadros de leitura abertos (ORFs):gag, pol e env, que codifica a proteina do capsideo p24;
integrasse, protease e transcriptase reversa; a glicoproteina viral (gpl20) e a proteina
transmembrana (gp41), respectivamente. Sendo os genes gag e pol relativamente conservados
entre os subtipos (55, 56).

A prevaléncia e incidéncia s@o varidveis entre as localizacdes geogréficas e estd
relacionada ao estilo, idade, estado de saide e gé€nero do animal (44, 46, 48, 57). Ha
estimativas de uma soroprevaléncia de 1-14% em gatos com sinais clinicos e até 44% em
animais doentes (44, 47, 58). O FIV pode ser transmitido pela saliva, principalmente por
mordidas infringidas durante brigas. Gatos machos com livre acesso as ruas e adultos doentes
sd0 mais suscetiveis a infec¢do, pois sdo territorialistas e possuem uma menor imunidade (44,
46, 47, 56, 57). A transmissdo também pode ocorrer por via transplacentéria, pelo colostro,
leite, ou pelo s€émen de animais soropositivos, pela exposicdo da mucosa, transferéncia de
sangue e durante o acasalamento. Em infeccdes naturais, a eficacia da imunidade colostral ndao
¢é conhecida (44, 46, 47, 59).
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O FIV tem um tropismo por linfécitos T CD4" e CD8", macréfagos, células dendriticas
e células do sistema nervoso central, sendo que o maior alvo sdo os linfécitos CD4" (44, 47,
51). Como receptor primdrio de ligagao, o FIV usa o receptor CD134 (OX40) em conjugacao
com o receptor de quimicina CXCR4 como co-fator para a infec¢ao (60).

A infec¢do causa uma alta viremia, que decai apds algumas semanas, com o
desenvolvimento de uma imunidade parcial. Células T citotéxicas (CD8+) especificas para o
FIV se desenvolvem logo apds inicio da infec¢do e persistem ao longo do estdgio
assintomdtico da doenca. Entretanto, a resposta imune normalmente ndo elimina o virus e a
fase aguda € seguida de uma etapa assintomadtica, que geralmente persiste por anos. A maioria
dos animais infectados morre em fun¢do dos efeitos virais ou pelas infeccdes secunddrias
resultantes da imunossupressao (44, 46-48, 52, 53, 61).

Animais positivos podem apresentar alteracdes patolégicas como: alteragdes na
morfologia de linfonodo, timo, trato intestinal, figado, rim, sistema nervoso central, mdsculo
esquelético e falhas reprodutivas (44, 46, 47, 61).

Clinicamente, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida dos Felinos (FAIDS) pode ser
caracterizada por quatro fases: a aguda, que pode durar de meses a anos, em que o animal
infectado pode apresentar neutropenia, febre, letargia, linfodenopatia periféria, perda de peso;
a assintomadtica, que pode durar anos, na qual o animal ndo apresenta sinais clinicos, mas pode
apresentar um progressivo declinio do nimero de células CD4"; a ARC (AIDS related
complex) pode levar meses para o gato infectado apresentar sintomas como: linfoadenopatia
generalizada, febre recorrente, apatia, leucopenia, anemia, anorexia, depressao, rinite cronica,
glomerulonefrite, perda de peso, gengivite e estomatite cronica e alteracdes comportamentais;
a FAIDS, que leva meses e o animal apresenta os sintomas apresentados na ARC mais
imunodeficiéncia, infeccdes oportunistas, neoplasias e anormalidades neuroldgicas (44, 46,
47,52, 60, 61).

O diagnostico clinico deve ser associado ao laboratorial. Os métodos mais utilizados
atualmente para a deteccdo da infeccao por FIV em gatos domésticos sdo: isolamento viral,
ensaios soroldgicos indiretos e ensaios moleculares. Sendo o isolamento viral o método mais
eficaz, no entanto, ¢ um método muito laborioso, impraticavel na rotina (44, 46, 48).

Testes como ELISA e testes imunocromatograficos oferecem vantagens como
velocidade e conveniéncia (44, 47, 48). Estes testes detectam anticorpos que reconhecem
protefnas virais estruturais. No entanto, quando os resultados sdo inconclusivos por estes
ensaios, o teste mais especifico para comprovacao € o Western Blot (45, 48). A PCR pode ter
resultados duvidosos, devido a grande variabilidade genética do FIV (53). A especificidade e
sensibilidade do PCR pode variar de 40-100% de acordo com a metodologia e padronizacao
de laboratério (44, 45, 48). Existem também técnicas para a visualizacdo da proporcido de
células T CD4"/CD8" no entanto, devido a complexidade destes testes ndo sdo usados
rotineiramente.

Apds a identificacdo dos animais positivos, o controle pode ser realizado pelo
isolamento e tratamento ou quando necessdrio a eutandsia dos animais infectados, reduzindo-
se assim a possibilidade de transmiss@o. A castracao e limitacdo de gatos domésticos as ruas,
também € uma forma de controle que pode reduzir o risco de contaminacdo (44, 51, 52). A
vacinagdo é um assunto que gera controvérsias (44, 48). Diversas vacinas experimentais
inativadas, recombinantes ¢ de DNA tem sido desenvolvidas (52). No entanto, a diversidade
genética e antigénica dos isolados de campo tem dificultado seu sucesso e a sua utilizagao
(52, 53, 62).

Ainda nio existem vacinas comercializadas no Brasil (51). Em 2002, uma vacina contra
o FIV subtipos A e D e que também confere imunidade para o subtipo B (FIV-FC1) foi
licenciada nos Estados Unidos. Esta vacina promove a formag¢ao de anticorpos indistinguiveis
dos produzidos durante infec¢do natural e os métodos sorolégicos ndo sdo capazes de
promover a distin¢cdo entre animais vacinados e naturalmente infectados (44, 52).
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O diagndstico precoce € importante para o inicio do tratamento. O animal em tratamento
deve ser submetido rotineiramente a exames hematoldgicos para andlise de seu estado de
saude (44, 48, 53). Alguns estudos demonstram resultados promissores com a utilizacdo de
interferon recombinante para o tratamento da infec¢do pelo FIV, aumentando a sobrevida dos
animais infectados. Drogas imunoestimuladoras, o azidotimidina (AZT) e a lamivudina,
também sdo utilizadas, apresentando bons resultados ao estado imunoldgico e clinico dos
animais infectados (44, 46, 52). Animais infectados requerem aten¢do para as infec¢des
secunddrias, devendo ser utilizados antibidticos, anti-inflamatdrios, fluidoterapia e suporte
nutricional quando necessario (44, 46, 51, 52).

Leucemia felina

O Virus da leucemia felina (FeLV) foi descrito em 1964 por William Jarrett e
colaboradores ao encontrarem particulas virais ligadas a membrana de linfoblastos em um
gato com linfoma (63). E um Gamaretrovirus pertencente a familia Retroviridae classificado
em quatro subgrupos FeLV-A, o FeLV-B, FeLV-C e FeLV-T) identificados geneticamente de
acordo com diferencas no gene da SU e, funcionalmente, pela utilizacdo de diferentes
receptores para entrada na célula hospedeira (64).

Este virus possui envelope lipoprotéico e RNA fita simples como material genético. E
assim como o FIV, seu genoma é composto pelos genes env, pol e gag que codificam
proteinas estruturais internas (p15c, p12, p27 e p10); proteinas envolvidas na replicagao viral
(integrase, RT) e proteinas do envelope viral (gp70 e p15e), respectivamente (65, 66).

O FeLV tem distribuicdo mundial, infecta principalmente gatos domésticos, mas
existem relatos em felinos selvagens. Sua prevaléncia varia de acordo com o género, a
distribuicao geogréfica, o acesso a rua, o estado de saide do animal e a densidade elevada de
gatos (44, 52, 57, 65-67). O contato permanente com gatos de rua, abrigos e residéncias com
muitos gatosFeLLV facilita a disseminacdo do virus. O grupo de risco compreende
principalmente machos, devido a sua caracteristica errante, animais de um a cinco anos de
idade (65, 67). Gatos mais velhos sdo mais resistentes a infec¢do por FeLV, mas pode ser
infectado por altas doses virais (66).

A principal forma de transmissdo € pela via oronasal, a partir da saliva e secrecoes
nasais contendo grande quantidade do virus, para infeccdo € necessdrio um contato
prolongado, como por exemplo, recipientes de alimentos e dgua (61). A transmissdo vertical
também pode ocorrer, assim como, também a partir da urina, fezes, leite, ldgrimas e ato
sexual (44, 65, 66). Devido aos avangos no diagndstico de doencas e de vacinacdo, a
prevaléncia de FeLLV caiu substancialmente nas ultimas duas décadas (66).

Ap6s a infecc@o oronasal, FeLV estd presente no sangue em duas diferentes fases de
infec¢do: viremia priméria, em que o virus se replica em linfocitos € mondcitos nas tonsilas e
nos linfonodos regionais, fase chamada de infeccdo aguda. Durante a fase inicial alguns gatos
sdo capazes de montar uma eficaz resposta imunitdria e eliminam o virus da circulagdo. A
segunda fase o virus infecta linfécitos e mondcitos circulantes e atinge 6rgaos linfoides, esta
fase se caracteriza por uma infeccdo persistente da medula 6ssea e outros tecidos (44, 61, 63,
65).

No entanto, apds a infeccdo a relacdo do virus com o animal pode se enquadrar em
quatro possibilidades de acordo com o estado de satide do animal: regressdo da infeccao —
acdo de anticorpos neutralizantes ou infeccdo latente sem replicacdo viral; infeccdo
progressiva — ndo ha neutralizacdo do virus pelo sistema imunolégico do animal, ocorre
replicacdo viral, resultando em viremia e progressio da doenca; viremia transitoria ou
regressiva — a viremia é eliminada ap6s o estabelecimento da imunidade protetora do animal
(médximo 16 semanas); infeccao atipica — a infec¢@o viral € local e ndo ocorre viremia (44, 52,
63, 65, 68).
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A patogénese de FeLLV ¢ diferente em cada gato e depende do estado imunitario, idade
do animal, o subgrupo do virus, condi¢des ambientais e doengas concomitantes, € pode
resultar em morte rdpida, breve viremia sintomatoldgica, € em muitos casos o aparecimento
de manifestacdes clinicas podem levar meses ou anos (44, 50, 52, 65-67). Os estdgios de
replicacdo do FeLLV podem ser correlacionados a seis estdgios: [1] infeccdo de linfécitos e
medula 6ssea; [2 e 3] alteracdes no sistema imune; [4] anemia e linfoma; [5] mielossupressao
e leucemia; e [6] trombocitopenia e neutropenia (44).

A relacdo do FeLV a tumores como linfoma e leucemia, explica-se pela sua capacidade
de insercdo ao genoma da célula hospedeira, proximo a um oncogene, o que resulta na
proliferacdo celular. A célula transformada passa a apresentar o antigeno de membrana
felineoncovirusassociated-membraneantigens (FOCMA), que s@o atacadas pela acdo
citotéxica mediada por células (ADCC), o que pode estar associado a imunodeficiéncia (52).

Os sinais clinicos associados ao FeLV sdo varidveis e pode incluir tumores,
principalmente linfoma e leucemia; atrofia do timo; anemia, alteracdes hematolégicas como
neutropenia, linfopenia, sindromes de supressdao medular, imunossupressao, neuropatias,
doencas auto-imune como glomerulonefrite e poliartrite; falhas reprodutivas; entre outros. Os
sintomas podem ser decorrentes da infeccao pelo FeLV ou de doengas oportunistas
ocasionadas por protozodrios, bactérias, fungos e outros virus (52, 61, 63, 65, 66). A infeccdo
pelo FeLLV potencializa a infec¢do pelo FIV, agravando os sinais clinicos e patogenia da
doenca (61).

O diagnéstico precoce € de extrema importancia para a prevengao e controle de FeLLV e
deve ser embasado nos sinais clinicos, estilo de vida do animal e exames laboratoriais
sorolégicos e moleculares.Animais doentes, que serdo introduzidos em um novo ambiente ou
que apresentem risco de infeccdo devem ser testados. Os exames laboratoriais sorolégicos
detectam principalmente a proteina p27 nos leucdcitos, plasma, soro, saliva ou ldgrima dos
animais infectados (44, 65, 69, 70).

Os principais testes utilizados para o diagndstico de FeLV sdo imunofluorescéncia
direta, ELISA, testes de imunocromatografia e isolamento viral (menos utilizado por ser
muito laborioso) (69).Testes moleculares como a PCR detectam o DNA proviral, mas ndo
pode ser utilizada para detectar a viremia, no entanto, a técnica de RT-PCR, informa a
progressdo da viremia. Como em outros retrovirus, podem ocorrer mutacdes e gerar um
resultado falso negativo na PCR (44, 70).

Os resultados obtidos na sorologia devem ser associados ao estilo de vida, idade e
estado de satide do animal. Animais com menos de 12 semanas negativos que tiveram contato
com animais infectados devem ser retestados apds 4 a 6 semanas; e animais positivos sao
considerados infectados. Animais com mais de 12 semanas positivos e doentes sao
considerados infectados; e os sauddveis devem ser retestados apds 6 a 8 semanas. Os animais
negativos com esta idade que apresentarem-se positivos aos testes e que tiveram contato com
animais doentes devem ser retestados apds 6 a 8 semanas (44, 52, 65, 66).

A castragdo; impedir o livre acesso as ruas; o diagndstico precoce; o isolamento e
tratamento dos animais infectados; a lavagem e desinfeccdo do ambiente, dos acessérios e dos
recipientes; bem-estar-animal; e a vacinacdo sdo as principais formas de prevencao a infec¢ao
por FeLLV (44, 52, 65, 66). Vacinas com virus inativados e recombinantes sdo encontradas
comercialmente e podem reduzir até 70% da incidéncia da doenca (52).

Existem estudos que demostram uma boa melhora clinica com a utilizacdo de terapias
com imunomoduladores como: interferon alfa humano e levamisol — que estimulam o sistema
imunolégico do animal, reduzindo assim a viremia; interferon tipo I e o interferon 6mega que
interferem no ciclo de replicacdo do virus (44, 71).

Antivirais como AZT, também sdo utilizados e estudos demonstram que os mesmos,
atuam de forma eficaz contra a replicacdo do FeLV in vitro e in vivo, e ajudam na melhoria da
resposta imunitdria e na condicdo clinica do animal.Os animais infectados devem ser
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prontamente tratados para outras infeccdes, para evitar o comprometimento do sistema
imunolégico. Portanto, os gatos devem ser vacinados regularmente contra outros patégenos,
como o virus da raiva, panleucopenia felina, rinotraqueite, calicevirose, clamidiose e outros.
Corticosterdides devem ser evitados, mas podem ser utilizados em casos de estomatite ou
gengivite para facilitar a ingestdo de alimentos. Em casos de anemia, a transfusdo sanguinea é
util (65, 66).

Leucose enzoética bovina

A leucose enzodtica bovina (LEB) € uma doenca viral cronica de bovinos, distribuida
mundialmente. A enfermidade é causada por um Deltaretrovirus, o virus da leucemia bovina
(BLV), pertencente a0 mesmo género que os virus linfotropicos T humanos (HTLV) (72). O
BLYV apresenta menor variabilidade genética que os demais retrovirus, devido a menor taxa de
mutacdo da transcriptase reversa, e infecta, preferencialmente, linfécitos B (72). A infec¢ao
natural com BLV ocorre em bovinos, capivaras, bubalinos e ovinos (73).

A leucose enzodtica bovina apresenta alta morbidade. Em rebanhos infectados ela pode
atingir uma prevaléncia de 60 a 90% (74). A prevaléncia da infec¢do no mundo varia entre
paises e regides, a exemplo temos indices de 28,6% no Japao (75) e 86,7% no Canad4 (76).
Nos Estados Unidos, um levantamento realizado em 2007 revelou que 83,9% dos rebanhos
norte-americano sao positivos para BLV. Na América do Sul, a taxa individual de animais
infectados € de 34 a 50% na Colombia, Venezuela, Chile e Uruguai, e na Argentina é 32,8%
(77).

No Brasil, animais infectados ja foram detectados em diversos estados, como Minas
Gerais (38,7%); Bahia (16,1%); Mato Grosso do Sul (22,0%), Rio Grande do Sul (23,5%);
Tocantins (37,0%) entre outros (78). Dados atuais demonstram que a prevaléncia individual
de animais infectados por BLV varia entre os estados com valores em torno de 50% (77).
Estes valores de ocorréncia variam de acordo com o tipo de rebanho avaliado, leite ou corte e
sistema e exploracdo, extensivo ou intensivo. O maior contato entre os animais, 0 estresse € a
maior manipulagdo aumentam a taxa de transmissdo do virus. A prevaléncia é menor em
animais jovens, € a incidéncia de LEB aumenta significativamente entre as idades de 16 a 24
meses (79). A prevaléncia da infeccdo € mais elevada em rebanhos leiteiros, resultante das
técnicas de manejo comuns nesse tipo de producao (80).

A transmiss@o do BLV ocorre pela transferéncia de linfécitos infectados, pois a viremia
€ rapida. A via de transmissdo principal € o sangue, mas qualquer secrecao contendo células
infectadas podem transmitir o virus, tais como saliva, secrecdo nasal e uterina (79). A forma
mais importante de transmissdo € a horizontal, geralmente pela reutilizacdo de objetos
contaminados durante praticas que envolvem contato com sangue, como aplicagdo de
medicamentos, palpacdo retal, vacinacdo, descorna, castracdo, tatuagem ou qualquer
procedimento cirtirgico (79). Insetos hematéfagos, como a Moscas do cavalo (Tabanus
fuscicostatus), podem transmitir o virus em regides com elevada infestacdo (80). A
transmissdo vertical é menos frequente, sendo que a transmissao intrauterina ocorre em cerca
de 10% dos animais, geralmente em vacas com linfocitose ou linfomas (81). A infeccao pode
ocorrer pela ingestdao de leite e colostro, mas os anticorpos colostrais podem bloquear a
infectividade viral e reduzir a possibilidade de transmissdo (82). Apenas o sémen contendo
leucécitos infectados pode transmitir o virus, geralmente em decorréncia de traumas,
inflamacao ou coleta inadequada (83).

A maioria dos animais infectados ndo apresenta sinais clinicos. Cerca de 30% dos
infectados pode manifestar uma condi¢cdo denominada linfocitose persistente, resultante do
aumento no numero de linfécitos B circulantes por periodos prolongados, devido ao
desequilibrio entre a proliferacdo e a morte celular. A formacdo de linfomas pode ser
observada em até 5% dos animais acometidos, geralmente apds longo periodo de infeccdo
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(73). As manifestagdes clinicas resultam da formacdo de tumores, e dependem da sua
localizacdo. Com frequéncia ocorre invasdo do sistema digestorio, geralmente no abomaso,
resultando em sinais como anorexia, diarreia, timpanismo recorrente e perda de peso.
Neoplasias na medula espinhal causam perturbag¢des neuroldgicas como paralisia de membros
posteriores, e linfomas no miocardio resultam em faléncia cardiaca (74, 79). As neoplasias
podem ser encontradas em outros 6rgaos como rins, ttero e Orbita ocular, o que pode levar a
exoftalmia (73). Os linfomas sdo encontrados com maior frequéncia em animais entre quatro
a oito anos de idade, nos quais a doencga é geralmente fatal (74).

Anticorpos especificos contra os antigenos virais podem ser detectados entre quatro e 16
semanas apods a infeccdo, e anticorpos maternos desaparecem entre seis a sete meses. O
diagnostico da LEB € essencial para o controle da doenga, e deve ser sempre confirmado por
exames laboratoriais. A linfocitose persistente pode ser diagnosticada por exames
hematolégicos. Os métodos sorolégicos sao amplamente utilizados no diagndstico da infec¢ao
e baseiam-se principalmente na deteccao de anticorpos para a glicoproteina do envelope viral
gpS1 (84).

A técnica mais utilizada é a Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA), que apresenta
especificidade adequada e € uma técnica de ficil realizacdo e baixo custo. Entretanto, em
situagdes como durante o periparto e em infec¢des recentes as técnicas soroldgicas podem nao
ser eficientes, sendo necessdria a utilizacao de técnicas para detecgao direta do agente, como o
isolamento viral a partir do cultivo in vitro de células mononucleares sanguineas, ou a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar DNA proviral em amostras sanguineas dos
animais infectados (84). A PCR permite a identificacdo de bezerros infectados mesmo apds
ingestdo de anticorpos colostrais (74).

O controle da LEB ¢ dificil devido a sua ampla distribui¢cdo e lenta evolugdo, e a
presenca de grande nimero de animais assintomadticos. O controle das formas de transmissao
¢ a medida mais efetiva, a partir da limpeza e desinfec¢do de fOmites, uso de luvas obstétricas
descartdveis, controle de insetos e controle na introdu¢do de novos animais (85). A
identificacdo de animais positivos € necessdria para controlar a disseminagdo € 0s exames
sorolégicos devem ser realizados periodicamente. Em rebanhos positivos, pode ser realizada a
separacdo dos animais infectados, além de fornecimento de colostro e leite de vacas nao
infectadas para bezerros nascidos de vacas infectadas. Essas medidas sdo eficientes para
reduzir a incidéncia da doenga, evitando novas contaminacdes (81, 85). Em paises cujos
rebanhos sdo pequenos, a erradicagdo da leucose € possivel. Esse foi o caso da Dinamarca,
pais livre da leucose enzodtica bovina atualmente (74).

A infec¢do pelo BLV leva a prejuizos considerdveis para o produtor e para a industria,
resultantes da morte ou descarte de animais, condenacao de carcacas em matadouros, queda
na producdo de leite, gastos com servi¢co veterindrio e com diagndstico e tratamento de
animais doentes, além de gerar barreiras a exportacdo de animais e produtos de origem animal
(86, 87). A infeccao por BLV pode gerar um comprometimento do sistema imune, que pode
ocasionar o aparecimento de infeccdes secundérias devido a imunossupressdo, levando a um
descarte precoce de animais.

CONSIDERACOES FINAIS

As retroviroses sdo consideradas de altissima relevancia e uma das mais importantes
doencas dos animais domésticos devido ao seu potencial patogénico, associacdo com doengas
oportunistas e grande impacto econdmico na pecudria. Além disso, algumas retroviroses tem
sido usadas como modelo para estudos da imunodeficiéncia humana adquirida HIV/AIDs por
sua similaridade tanto ao nivel de replicacdo viral como quadro clinico e patogenia que
induzem. Outro campo ainda a ser explorado € a infec¢do de animais silvestres por estes virus
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e qual seria o papel destas espécies na manutengdo destes virus na natureza e/ou surgimento
de mutantes capazes de transpor as barreiras das espécies diversificando seu tropismo.
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RESUMO

A enteropatia proliferativa, causada pela Lawsonia intracellularis, € uma doenga entérica com
distribuicao mundial que afeta uma variedade de animais, principalmente os suinos. Apesar
das dificuldades de isolamento da L. intracellularis, alternativas no cultivo e desenvolvimento
de modelos experimentais utilizando culturas puras tornou-se possivel uma melhor
caracterizacdo da patogé€nese desta condi¢ao morbida, pelas interagdes in vivo e in vitro entre
a bactéria e a célula hospedeira. Sabe-se da capacidade da L. intracellularis infectar células
das criptas intestinais mitoticamente ativas e, em seguida, multiplicar e propagar nas células
originadas da divisdo. Apds o sucesso do crescimento e manutencdo in vitro da L.
intracellularis, varios estudos tornaram-se possiveis de serem realizados, entretanto a
continuidade de pesquisas nesta area € requerida a fim de melhor compreender detalhes da
patogénese desta bactéria.

Palavras-chave: Lawsonia intracellularis, patogénese, ileite, diarreia
PATHOGENESIS OF PORCINE PROLIFERATIVE ENTEROPATHY - REVIEW
ABSTRACT

Proliferative enteropathy is a widespread enteric disease caused by Lawsonia intracellularis
that infects a variety of animals, most notably pigs. Despite extreme difficulties in isolating L.
intracellularis, innovations in the cultivation and the development of pure culture challenge
models, have opened doors to better characterization of the pathogenesis of proliferative
enteropathy in vivo and in vitro. The ability of L. intracellularis to infect dividing enterocytes
in the intestinal crypts and then multiply and spread in these cells is well-described. After the
successful growth and maintenance of L. intracellularis in vitro, several advances became
possible but more studies have to be conducted in order to better understand the pathogenesis
of L. intracellularis infections.

Keywords: Lawsonia intracellularis, pathogenesis, ileitis, diarrhea

PATOGENESIS DE LA ENTEROPATIA PROLIFERATIVA PORCINA — REVISION
DE LA LITERATURA

RESUMEN

La enteropatia proliferativa, causada por Lawsonia intracellularis, es una enfermedad entérica
con distribuciéon mundial que afecta una grande variedad de animales, especialmente cerdos.
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A pesar de las dificultades de aislamiento y cultivo de L. intracellularis, las alternativas en el
cultivo y el desarrollo de modelos experimentales utilizando cultivos puros tornaron posible
una mejor caracterizaciéon de la patogénesis de esta condicion moérbida a través de
interacciones in vivo e in vitro entre bacterias y células huéspedes. Es bien conocida la
capacidad de L. intracellularis para infectar células de las criptas intestinales con actividad
mitdtica, seguida por su multiplicacién y propagacién en las células resultantes de esta
divisiéon. El cultivo y mantenimiento exitosos in vitro de L. intracellularis posibilitd la
realizacion de diversos estudios. Sin embargo, para comprender mejor los detalles de la
patogénesis de esta bacteria es necesario continuar con la investigacion en esta area.

Palabras clave: Lawsonia intracellularis, patogénesis, ileitis, diarrea
INTRODUCAO

A Lawsonia intracellularis ¢ uma bactéria gram negativa, intracelular obrigatdria,
microaerdfila, mével e causadora da enteropatia proliferativa suina (EPS) (1).

De acordo com McOrist e Gebhart (2) a EPS tem duas formas mais freqiientes de
apresentacdo: a forma cronica conhecida como adenomatose intestinal suina observada mais
comumente em animais de crescimento entre 6 ¢ 20 semanas de idade e caracterizada por
anorexia, diarreia e redu¢do do ganho de peso. A forma aguda, também conhecida como
enteropatia proliferativa hemorrdgica, acomete animais mais velhos de 4 a 12 meses e €
caracterizada por fezes enegrecidas (melena) e morte subita. Existe ainda a forma subclinica
em que ndo se observam sinais clinicos, mas tem grande importancia epidemioldgica pela
possibilidade de ocorrer a disseminacao silenciosa do agente.

Macroscopicamente, as lesdes caracteristicas da enteropatia proliferativa sdo
usualmente encontradas no ileo embora, com menor frequéncia, possam ser encontradas no
ceco, colén e jejuno. Na forma aguda as lesdes sdo caracterizadas por edema e hiperemia do
mesentério e espessamento da parede intestinal. A mucosa se apresenta com pregas evidentes
e conteido hemorragico pode ser observado no limen intestinal (3). J4 a forma cronica,
consiste em edema de mesentério, aspecto cerebroide da serosa intestinal, espessamento da
mucosa intestinal e presenca de membrana necrética aderida a mucosa.

Em linhas gerais o aspecto histolégico de ambas as formas tem as mesmas
caracteristicas. Pode ocorrer proliferagao dos enterdcitos das criptas no intestino delgado e, as
vezes, presenca da bactéria no dpice dos enterdcitos quando se utiliza técnicas especiais de
coloragdo como a prata. As vilosidades se apresentam atrofiadas com reduzido nimero de
células caliciformes e a presenca de células inflamatérias ndo € observada com frequéncia.
Uma distingdo que caracteriza a forma aguda € a observacdo de acentuada hiperemia da
mucosa e acimulo de sangue no limen intestinal (2).

A diarreia observada em animais de recria e terminacdo pela sua baixa especificidade
necessita da coleta de amostras para exames complementares. Fragmentos intestinais fixados
em formol para coloracdo de rotina (H&E), coloracdes especiais (impregnacdo pela prata) e
imuno-histoquimica (3-5) permitem chegar ao diagnéstico definitivo. Alternativamente,
podem ser usadas outras técnicas diagnosticas ante mortem, para isSo torna-se necessario
amostras de fezes ou soro, a serem avaliados pela PCR e IPMA (do inglés, Immunoperoxidase
monolayer assay), respectivamente (6, 7). Tratam-se de testes altamente especificos para,
respectivamente, deteccdo de regides especificas presente no genoma da bactéria e de
anticorpos IgG contra L. intracellularis.

A enteropatia proliferativa € melhor descrita e caracterizada nos suinos embora possa
afetar inimeras espécies tais como camundongos, hamster, coelhos, caes, cavalos, macacos
entre outros (8, 9). A infec¢do ocorre por via fecal-oral com animais acometidos eliminando
grandes quantidades de L. intracellularis chegando a ordem de 10° por grama de fezes e por
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longo periodo (10). Pequena quantidade da bactéria é capaz de induzir a infeccdo
contribuindo assim para alta prevaléncia da enfermidade em rebanhos suinos em todo o
mundo.

Apesar do grande nimero de pesquisas sobre a patogénese da enteropatia proliferativa,
ainda, existem alguns processos pouco conhecidos sobre a capacidade de infec¢do da L.
intracellularis e sua interacdo com as células do hospedeiro.

REVISAO DE LITERATURA

Ap0ds o sucesso no cultivo e propagacgdo da L. intracellularis in vitro (11), recentemente
foram desenvolvidos métodos alternativos (12), que tornaram possivel o estudo dos
mecanismos envolvidos na penetracio do agente em células eucariotas, bem como,
acompanhar a evolucdo do processo e dimensionar a multiplicacdo dessas bactérias. Exame de
cultura de células infectadas pela L. intracellularis tem mostrado a capacidade da bactéria de
ser internalizada rapidamente, podendo ser observada, intracelularmente, na primeira hora
apos a infeccdo em células susceptiveis. Para isso, a bactéria interage intimamente com a
membrana da célula hospedeira e € internalizada no interior de vactolos citoplasmaticos (13).
Trés horas apds a inoculagdo podem ser observadas bactérias, ainda no interior de vacuolos,
iniciando sua propagac¢do no citoplasma das células. Do segundo ao sexto dia apds a
incubacdo € possivel observar bactérias livres no citoplasma multiplicando-se por fissdo
binaria. (11, 13).

Apesar de ainda ndo terem sido identificadas, a penetracdo da bactéria parece exigir
interacdes especificas com a célula hospedeira (14). Recentemente, Vannucci et al. (15), ao
realizar um estudo experimental utilizando cepas de L. intracellularis provenientes de potro e
suino observaram a espécie-especificidade desses diferentes isolados.

A sequéncia do genoma da L. intracellularis indica que, esta bactéria, pode possuir um
sistema de secrecao do tipo IIl, comumente encontrado em bactérias patogénicas gram-
negativas, que poderia auxiliar a bactéria durante a invasdo celular e a evasdo do sistema
imune do hospedeiro, liberando fatores proteicos diretamente no citoplasma das células
eucariotas. Este mecanismo pode ser um importante fator de patogenicidade da bactéria (16).
Lawson et al. (17), ao estudarem in vitro diversas varidveis que poderiam influenciar a
internalizacdo e propagacdo da bactéria, observaram inibi¢do da propagacdo da L.
intracellularis, quando utilizaram cicloheximida e colquicina, substancias que atuam inibindo
a divisdo celular. Tal fato indica que a proliferacdo da bactéria depende intimamente do perfil
metabdlico das células hospedeiras e que as mesmas sejam mitoticamente ativas. As
atividades citolitica e hemolitica foram demonstradas em estudos in vitro e in vivo, as quais,
possivelmente, estejam associadas ao processo de penetragdo da bactéria nas células
eucariotas (18, 19).

A reproducgdo experimental da enteropatia proliferativa utilizando culturas puras de L.
intracellularis ou por meio de homogeneizado de mucosa de suinos com a enfermidade
demonstraram ter eficicia similar no aparecimento e intensidade de sinais clinicos e lesdes
caracteristicos da doenca (20). As lesOes macro e microscopicas se iniciam na segunda
semana apods a infec¢ado, estudos experimentais demonstraram que o pico da doenga € entre
trés e quatro semanas apds a inoculacdo e a excre¢do das bactérias € detectada por quatro
semanas, podendo chegar a até 10 semanas (21, 22). Estudos recentes demonstraram, por
meio de avaliagdo experimental, a interagc@o entre a bactéria e os enterdcitos aproximadamente
12 horas apds a inoculagdo por via oral (23). Deve ser registrado, no entanto, que esse periodo
pode ser abreviado utilizando, in vivo, modelos experimentais com ligaduras de fragmentos de
intestino e fazendo a inoculacdo direta nos fragmentos, resultando em interacdo em torno de
trés horas apds a inoculagdo (24).
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De forma semelhante aos eventos in vitro, dois a seis dias ap6s a inoculag@o é possivel
observar a multiplicacdo das bactérias no citoplasma que, posteriormente, irdo determinar o
rompimento da membrana citoplasmatica das células e liberagao dos micro-organismos para o
meio extracelular, ocasido em que estardo aptas a infectar novas células (8). Boutrup et al.
(23) usando a técnica de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH), observaram a presencga
da L. intracellularis vidveis na lamina prépria e no interior de células mononucleares. Esta
técnica consiste na utilizagao de uma sonda de oligonucleotideos conjugada a um fluorocromo
que tem como alvo o gene 16s do rRNA. A utilizacao deste alvo justifica-se pelo fato de todas
as células necessitarem de ribossomos para a tradugdo, portanto, podem estar presentes em
grandes quantidades em todas as células metabolicamente ativas (25). Por conseguinte, essa
pode ser uma via alternativa na disseminagao da infecc@o entre enterdcitos.

A enteropatia proliferativa se inicia com a proliferacdo de enterdcitos imaturos do
intestino delgado e, por vezes, no intestino grosso quando hd a migragao aboral da bactéria
facilitada pelo fluxo do muco (26). Em muitos casos sdo observadas reacoes inflamatdrias de
baixa intensidade (21). No entanto, a inflamag¢do ndo € uma caracteristica primdria da
infec¢do. Em estudo experimental utilizando hamsters, Johnson e Jacob (27) observaram que
enterdcitos imaturos do ileo, proliferam e chegam aos topos das vilosidades em até 14 dias
apos a infeccdo. A hiperplasia de enterdcitos, associados a presenga da L. intracellularis em
hamsters, pdde ser observada por mais de 40 dias ap6s o desafio utilizando homogeneizado de
mucosa acometida por enteropatia proliferativa (28, 29). Em raros casos de enteropatia
proliferativa, L. intracellularis pode ser observada em linfonodos mesentéricos e tonsilas,
porém, aparentemente, ndo ha proliferacdo bacteriana nestes locais, sugerindo que a
ocorréncia € resultante da inativagdo e degradacao do micro-organismo por macréfagos (30).
Ao contrario dos estudos in vivo, a proliferacdo celular ndo pode ser reproduzida in vitro.
Alteragdes no indice de células em apoptose, com resultados contraditérios, ja foram
sugeridos em estudos anteriores (21, 31, 32), necessitando de futuros estudos para avaliar, de
forma mais precisa, a proliferacdo celular e o papel da apoptose de enterdcitos durante a
infeccao pela L. intracellularis.

Vannuci et al. (33) em um estudo in vivo utilizando hamsters como hospedeiro e
homogeneizado de mucosa de suinos diagnosticados com EPS como in6culo para avaliagdo
da patofisiologia da diarreia por L. intracellularis observaram uma reducdo significativa na
absorcdo de glicose e dos eletrdlitos avaliados (K* e CI'). Fatos que evidenciam ser a diarreia
malabsortiva o principal processo envolvido na fisiopatologia da diarreia causada pela EPS, o
que explica a perda de desempenho dos suinos acometidos pela L. intracellularis.

Para manutenc¢do e propagacdo da cultura pura de L. intracellularis in vitro sao
necessdrias passagens semanais em cultivo de células, que ao atingirem 100% de confluéncia,
torna-se necessdrio a transferéncia da cultura da bactéria para novo frasco de cultivo com
baixa confluéncia. Tal procedimento pode ser um fator a diminuir a patogenicidade da
bactéria por adaptacdo as condicdes in vitro causadas principalmente por mutagdes genéticas
ou mudangas na regulacdo da expressdo génica (34). Estudo in vivo demonstrou diferencas
significativas entre a quantidade de bactérias eliminadas pelas fezes, intensidade da resposta
imune, dos sinais clinicos e de lesdes quando comparado a inoculagdo de cultura pura com 10,
20 e 40 passagens. Cumpre destacar que, com 10 e 20 passagens in vitro houve a reproducao
da EPS, o que ndo foi observado nos suinos inoculados com cultura pura de L. intracellularis
ap6s 40 passagens in vitro (35). Complementando, em outro estudo, Vannucci, Foster e
Gebhart (36) compararam a capacidade de transcricdo de homdlogos patogénicos (10
passagens) e ndo patogénicos (60 passagens). Observaram diferenga em categorias funcionais
que foram mais pronunciadas na adaptacdo, resposta ao stress, membrana celular, motilidade,
transporte de membrana, biossintese de micro e macromoléculas e divisao celular. Em todas
essas categorias a cepa patogé€nica apresentou maior nimero de genes expressados. Esses

Pereira CER, et al. Patogénese da enteropatia proliferativa suina — Revisdo de literatura. Vet. e Zootec2013; 20
(Edi¢ao Comemorativa): 93-99.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 97

resultados indicam que os mecanismos envolvidos na patogenicidade da L. intracellularis
parecem ser mais complexos do que previamente especulado

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos diversos estudos recentes a respeito da patogénese da L. intracellularis
terem sido realizados, a continuidade das pesquisas nesta drea € imprescindivel no sentido de
desenvolver novos conhecimentos visando subsidiar o melhor entendimento no que se refere a
internalizacdo e propagacdo da bactéria.
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PARASITISMO POR CARRAPATOS EM ANUROS NO BRASIL. REVISAO

Hermes Ribeiro Luz'
~ . L, . ..
Joao Luiz Horacio Faccini

RESUMO

Virios endo e ectoparasitas ja foram registrados em anuros: bactérias, fungos, protozodrios,
helmintos e artropodes. Contudo, apesar do grande numero de espécies de carrapatos
existentes, apenas seis foram registradas parasitando anuros do género Rhinella no Brasil,
sendo Amblyomma dissimile e Amblyomma rotundatum as mais comuns. Ambas espécies
apresentam trés estdgios no desenvolvimento de seu ciclo vital ( larva, ninfa e adulto), sendo
que todos sdo ativos e dependem do repasto sanguineo para desempenho pleno de suas
funcdes bioldgicas. Existem diversos grupos de ectoparasitas de anfibios atuando como
vetores de agente infecciosos: Sanguessugas (Batracobdella picta) transmitindo tripanosomas
para R. clamitans, R. catesbeiana e R. setentrionales, Hyla crucifer, R. americanus, R.
sylvatica e Plethodon Cinereus. Mosquitos do género Phlebotomus transmitindo
tripanossomas em ras na china e o carrapato A. rotundatum transmitindo Hemolivia e
Hepatozon. A. dissimile é vetor Hepatozoon fusifex. Além dos protozodrios, ha relatos
também da infec¢@o por Rickettsia belli em ambas espécies A. rotundatum e A. humerale. Os
carrapatos podem causar lesdes nos sapos durante o repasto sanguineo resultando no
aparecimento de lesdes ulcerativas e hemorragias.

Palavras-chave: anuros, parasitismo, carrapatos.
TICKS PARASITIZING ANURANS IN BRAZIL. REVIEW
ABSTRACT

In the toads there have been recorded several endo and ectoparasites: bacteria, fungi,
protozoa, helminths and arthropods. However, despite the hundreds of species of ticks
described, only six were recorded from toads of the genus Rhinell. in Brazil, Amblyomma
dissimile and Amblyomma rotundatum are the most common. Both species have three stages
in their life cycle larva, nymph and adult), all of which are active and depend on a blood meal
to perform its biological functions. There are several groups of ectoparasites in amphibians
acting as vectors of infectious agents: Batracobdella picta transmitting trypanosomes to R.
clamitans, R. catesbeiana and R. setentrionales, Hyla crucifer, R. americanus, R. sylvatica
and Plethodon cinereus. Mosquitoes of the genus Phlebotomus transmiting trypanosomes to
frogs in china, A. rotudatum transmitting Hemolivia and Hepatozon and A. dissimile vectoring
Hepatozoon fusifex.. Besides the protozoa, there are also reports of infection by Rickettsia
belli in both A. rotundatum and A. humerale. Ticks can also cause lesions in toads during the
blood meal resulting in the development of ulcerative lesions and bleeding.

Keywords: anurans, parasitism, ticks.
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PARASITISMO POR GARRAPATAS EN ANUROS EN BRASIL
RESUMEN

Varios endoparasitos y ectoparasitos han sido encontrados en los anuros incluyendo bacterias,
hongos, protozoarios, helmintos y artrépodos. Aun asi, a pesar del gran ndmero de especies de
garrapatas, solamente seis han sido registradas como parasitos de anuros del género Rhinella
en Brasil, entre las que se encuentran, como las mas comunes, Amblyomma dissimile y
Amblyomma rotundatum. Ambas especies presentan tres etapas durante su desarrollo (larva,
ninfa y adulto). La garrapata se encuentra activa durante todas estas etapas y dependen del
consumo de sangre para el pleno desempefio de sus funciones bioldgicas. Existen diversos
grupos de ectopardsitos de anfibios que actian como vectores de agentes infecciosos:
sanguijuelas (Batracobdella picta) que transmite tripanosomas para R. clamitans, R.
catesbeiana y R. setentrionalis, Hyla cruficer, R. americanus, R. sylvatica y Plethodon
Cinereus. Mosquitos del género Phlebotomus que transmiten tripanosomas en ranas en China
y la garrapata A. rotundatum que transmite Hemolivia y Hepatozoon. A. dissimile es el vector
de Hepatozoon fusifex. Ademas de los protozoarios, existen también reportes de infeccién por
Rickettsia belli en A. rotudatum y A. humerale. Las garrapatas pueden causar laceraciones en
los sapos durante el consumo sanguineo lo que provoca lesiones ulcerativas y hemorragicas.

Palabras clave: anuros, parasitismo, garrapatas.
INTRODUCAO

A ordem Anura (sapos, ras e pererecas) € a Unica, dentre os anfibios, com registros da
associacdo com carrapatos, sendo a familia Bufonidae, representada no continente sul
americano pelo género Rhinella (= Bufo, Chaunus), a que possui maior numero de registros
de associacdo com carrapatos. No entanto, informacgdes sobre a relacdo parasito-hospedeiro
em anuros no Brasil sdo escassas, sendo a grande maioria das publicacdes restritas a
notifica¢des isoladas de ocorréncia com um numero reduzido de hospedeiros e carrapatos.
Muitos destes relatos se concentram nas regides sul e sudeste, com raros registros para as
demais regides.

HOSPEDEIROS

Os anfibios se definem como animais que, durante a fase larvdria, tem vida aqudtica
(com branquias e nadadeiras) e uma vez adulto, passam a viver em terra, perdendo por
metamorfose as branquias e nadadeiras, e desenvolvendo pulmdes e pernas. Possuem
respiracdo cutanea para compensar a respiracao pulmonar preciria. Reproduzem-se na dgua
por fecundacdo externa, sendo oviparos. A classe Amphibia é composta pelas ordens Anura
(sapos, pererecas e ras), Caudata (salamandras) e Gymnophiona (cobras-cegas) (2-3). Quase
todas as espécies dependem de ambientes imidos e habitats de 4gua doce para sobreviver e
reproduzir. A maior diversidade de anfibios se encontra nas florestas tropicais, enquanto nas
regides temperadas e dridas as populacdes desses animais sdo reduzidas. Nao existe anfibios
em ambientes marinhos (3, 31).

Os anfibios sdo sensiveis a perturbacdes do ambiente e, portanto, indicadores da
qualidade de um determinado habitat. Mais de 6.000 espécies sao conhecidas pela ciéncia, das
quais 168 sdo consideradas extintas e pelo menos 2.469 (41%) espécies estdo em declinio da
populacdo (3, 31). Quase um terco das espécies de anfibios do mundo estdo ameacadas,
representando 1.896 (32%) espécies. Em comparacdo, apenas 12% de todas as espécies de
aves e 23% de todas as espécies de mamiferos estdo ameacadas (3, 31).
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Virias pesquisas foram iniciadas para explicar porque algumas populagdes mundiais de
anfibios estdo em declinio e constatou-se que flutuacdes naturais das populagdes, mudancgas
climéaticas, aumento da incidéncia de raios ultravioletas, poluicdo das dguas, contaminac¢ao
por pesticidas, espécies invasoras, comércio ilegal de animais silvestres e infecgdes por
fungos quitridios sdo algumas das causas que podem estar levando ao declinio ou talvez
extermina¢do da anurofauna (5). Embora a perda de habitat claramente represente a maior
ameaca para os anfibios, uma das causas mais ameacgadoras € o fungo Batrachochytrium
dendrobatidis, descrito em 1998 por pesquisadores australianos como um fungo letal para
anuros (2, 5, 46).

Dentre os anfibios registrados em todo mundo, a familia Bufonidae Gray, 1825 se
destaca em sua representatividade sendo constituida por 49 géneros e 582 espécies (3, 31).
Este grupo distribui-se pelas regides tropicais e temperadas com excecdo de Madagascar e
Oceania (3, 31). No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia (31) foram
registradas 946 espécies de anfibios com 913 pertencentes a ordem Anura, um a ordem
Caudata e 32 a ordem Gymnophiona. No Brasil, a familia Bufonidae é composta por 69
espécies, sendo 35 pertencentes ao género Rhinella (31).

Nos tltimos anos houve uma intensa discuss@o entre os estudiosos para compreender a
imensa diversidade, bem como os aspectos filogenéticos dos anfibios. No caso especifico do
género Bufo, utilizado até recentemente, para maioria das espécies da familia Bufonidae em
todo mundo, Frost et al. (10), Pramuk (11) e Chaparro, Pramuk e Gluesenkamp (12)
levantaram hipéteses da existéncia de um monofiletismo dentro da familia Bufonidae da
America do Sul. Assim, para as espécies do género Bufo sul americanos, estavam disponiveis
os géneros Chaunus Wagler, 1828 e Rhinella Fitzinger, 1826. Frost et al. (10) propuseram o
género Chaunus, porém com algumas ressalvas no entendimento das relacdes entre as
espécies sul americanas. Posteriormente, Chaparro, Pramuk e Gluesenkamp (12) propuseram
o género Rhinella, proposta aceita atualmente para as espécies dos sapos sul americanos.

PARASITISMO POR CARRAPATOS EM  SAPOS. OCORRENCIA E
DISTRIBUICAO

Os artropodes representam uma grande ameaca a saide publica e dos animais, pois além
de causarem diversos efeitos deletérios no organismo do hospedeiro, que vao desde a lesdo
cutanea, a anemia ocasionada por uma infestacdo macica, espoliacdo em seus hospedeiros,
transmitem indimeros patdogenos de cardter enzodtico e zoondtico (1). Dentre os variados
grupos dos artrépodes estdo os carrapatos, que se alimentam de sangue, linfa e restos teciduais
e representam um grupo de grande importincia como vetores de doencas infecciosas por
utilizarem diversos hospedeiros e possuirem ampla distribuicao geografica (13).

Os carrapatos possuem especificidade varidvel pelos hospedeiros. Algumas espécies sé
se alimentam em determinados grupos de hospedeiros, enquanto outras sdo menos seletivas.
Em geral, os estdgios imaturos das espécies que realizam ciclos em dois ou mais hospedeiros,
alimentam-se em animais de pequeno porte, enquanto adultos tem preferéncia por animais de
médio e grande porte (8).

Em anuros ja foram registrados inimeros agentes patogé€nicos: bactérias, fungos,
protozodrios, helmintos e artropodes. Neste ultimo grupo, encontram-se 0s carrapatos
pertencentes aos géneros Amblyomma e Ornithodoros, sendo o primeiro mais comum em
associacdo com estes vertebrados (1, 14, 15).

No Brasil existe apenas um relato do parasitismo por argasideos, do género
Ornithodoros em anuros da espécie Thoropa miliaris (Leptodactylidae), que vivem préximo a
cachoeiras, ou seja, dreas muito imidas e com 4gua corrente, no Estado do Rio de Janeiro
(59), sendo este o primeiro registro em toda regido neotropical. O segundo relato de uma
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espécie de Ornithodoros em anuros foi publicado por Rivas et al. (16) os quais registraram o
parasitismo em Rhinella arenarum da Argentina.

O género Amblyomma é representado no Brasil por 30 espécies vélidas parasitando
mamiferos, aves, répteis e anfibios (17). Contudo, apesar do grande numero de espécies de
carrapatos descritos, apenas seis foram registradas parasitando anuros do género Rhinella:,
Amblyomma dissimile e Amblyomma rotundatum, as espécies mais comuns, e Amblyomma
Sfuscum, Amblyomma goeldii, Amblyomma humerali e Amblyomma cajennense (1, 18-22). O
registro de A. cajennense pode ser considerado como totalmente acidental, j4 que a espécie
nunca mais foi assinalada em sapos ap0s a citacao de Robinson (23). A. cajennense, apesar de
sua baixa especificidade, é um carrapato exclusivo de animais de sangue quente como
mamiferos e aves, incluindo o homem. Estudos mais amplos e detalhados sdo necessarios
para se conhecer com exatiddao a importancia de anuros como hospedeiros de Amblyomma
Sfuscum, Amblyomma goeldii, Amblyomma humerali.

Amblyomma dissimile. E uma espécie muito préxima a A. rotundatum, tanto
morfologicamente como na distribui¢do geografica. Segundo Aragdo e Fonseca (24), Jones et
al. (25) e Barros-Battesti, Arzua e Bechara (1), A. dissimile possui registros parasitando uma
gama de hospedeiros heterotérmicos e homeotérmicos, no entanto, a maioria dos registros se
concentra em animais de sangue frio, principalmente répteis (1, 22, 26-31). Segundo
Guimardes, Tucci e Barros-Battesti (32), a espécie ¢ comum em répteis do Panama,
parasitando mais de 84% dos lagartos e iguanas, 60% dos ofidios e 72% dos sapos. Em anuros
esta espécie de carrapatos possui 64 registros naquele pais, porém poucos sdo os registros no
Brasil: em Rhinella sp. (33) e em R. marina (14, 23). Este carrapato possui ampla
distribuicdo sendo encontrado em diversos paises das Américas do Norte, Central e do Sul.
No Brasil foi encontrado em indmeros estados como no Acre, Amazonas, Pard, Roraima,
Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Sao Paulo (1, 14, 22, 34).

Amblyomma rotundatum. Como ja mencionado, € muito semelhante a espécie anterior.
Parasitam especificamente animais de sangue frio e foi descrito pela primeira vez, por Koch
em 1844, a partir de uma unica fémea coletada no estado do Pard, Brasil (23). Este carrapato é
comum em sapos do género Rhinella sp. (Fig.1A) e em intimeras espécies de répteis em
condi¢des naturais (22), com alguns relatos em mamiferos (22, 35). Porém, Aragdo (33)
considera estes eventos como ocasionais, sendo que nenhuma tentativa em alimentar esta
espécie de carrapato em laboratdrio, utilizando animais homeotérmicos como hospedeiros
teve sucesso. Reproduz-se por partenogénese, embora haja dois relatos de adultos machos (35,
36). Ha um registro de hiperparasitismo, onde uma fémea ndo ingurgitada foi registrada fixa
no ventre de uma fémea ingurgitada (37).

A ocorréncia de A. rotundatum é bastante conhecida para vdrias espécies de bufonideos
(9, 15, 22, 38, 39). Guglielmone e Nava (22) citam os seguintes hospedeiros: Anaxyrus
terrestris, Peltophryne peltocephala, Rhinella sp., R. arenarum, Rhinella crucifer, Rhinella
granulosa, Rhinella ictérica, R. marina, Rhinella schneideri. Em relagdo as espécies de
Rhinella, as ocorréncias registradas para o Brasil sdo as seguintes: Rhinella sp. (25, 35, 39,
40-42); R. crucifer (15); R.granulosa (39, 43); R. schneideri (15, 21, 43, 44); R. icterica (39,
45-47); R. marina (19, 39, 48-52) e R. jimi (53). Essas citagdes resumem-se a simples
registros de ocorréncia com alguns autores incluindo dados sobre prevaléncia e intensidade de
infestacdo, porém em amostras reduzidas de hospedeiros. A espécie distribui-se dos Estados
Unidos a Argentina (32, 35, 36, 39, 41, 52, 54-56). Nos Estados Unidos esta espécie foi
introduzida acidentalmente no sul da Flérida parasitando R. marina que foi transportada para
esta regido no combate as populacdes de moscas que se formavam nas plantagdes de cana de
acucar (57). No Brasil, sua distribui¢do € bastante ampla indo do estado do Amazonas até o
Rio Grande do Sul. (1, 18, 19, 32, 33, 40, 48, 54, 55, 58).
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CICLO BIOLOGICO

As espécies A. rotundatum e A. dissimile apresentam trés estagios no desenvolvimento
de seu ciclo bioldgico, larva, ninfa e adulto, sendo que todos sido ativos e dependem do
repasto sanguineo para desempenho pleno de suas fungdes bioldgicas. Nas espécies em
questdo, conhecidos como carrapatos de trés hospedeiros, cada estdgio tem uma fase de vida
livie e uma parasitaria (8). Entre os carrapatos, citados na presente revisdo, apenas
Ornithodoros sp. (59) e A. fuscum (60) ndo possuem no momento a descri¢do de seu ciclo
bioldgico em anfibios. Dados sobre o ciclo biologico de A. rotundatum (9) e A. dissimile (14)
estdo registrados na literatura (Quadro 1). O artigo de Luz et al. (9) € o mais detalhado sobre o
ciclo biolégico de A. rotundatum. (Quadro 1). Em relacdo a A. dissimile, o artigo que
apresenta maiores detalhes sobre o ciclo bioldgico é o de Schumaker e Barros (14), embora
partes do ciclo tenham sido publicado por Dunn (61) em Boa imperator, Oxybelis fulgidus, e
Epicrates cenchria, Brodkin (62) em Iguana iguana e Freitas et al. (28) em Tropidurus
torquatus.

Quadro 1. Ciclo biolégico utilizando sapos como hospedeiros. LUZ et al. (2012) (A. rotundatum
em R. Schneideri) ARAGAO (1912) (A. rotundatum em Rhinella sp.), OBA & SHUMAKER

(1984) (A. dissimile em R. marina).

ESTAGIO PARAMETROS LUZ et al. (2012) ARAGAO OBA &
(1912) SHUMAKER
(1984)
Periodo de Incubacio (dias) 25,2 +4,2 (18-29) 28-30 59
Ovo Peso médio (massa de ovos) 309,7 + 58,6 - -
(231,7-383,7)
Periodo de Eclosio (dias) 11,7+ 1,8 (9-14) - -
Taxa de eclosdo dos ovos (%) 66,8 £2,3(65-71) - -
Infestag@o/recuperagao (%) 300/271(90,3)
Pré-fixacdo (dias) 2,6 £0,7 (2-4) 25
Larva Ingurgitamento (dias) 17,7 £5,4 (11-28) - 12-47
Pré-ecdise (dias) 13,8 +2,4 (10-19) - -
Periodo de Ecdise (dias) 2,8 +1,8 (1-6) - 13-35
Ecdise (%) 191 (70.5) - -
Infestacdo/recuperagdo (%) 100/87 (87)
Pré-fixacdo (dias) 3,4+0,6 (3-5) - 6-14
Ninfa Ingurgitamento (dias) 21,4 +3,9 (13-30) - 24-32
Pré-ecdise (dias) 14,1 +2,1 (11-18) - -
Periodo de Ecdise (dias) 6,8 +1,9 (5-10) 13-15 31-37
Ecdise (%) 65 (74.7) - -
Ingurgitamento (dias) 31,2 4,8 (25-36) 17-22 35
Peso da fémea ingurgitada (mg) 639,5 £ 91,8 - 1148-1250
Adul (530-768)
ulto Periodo de pré-postura (dias) 4,7 +2.2 (3-9) 8-10 8
Periodo de Postura (dias) 17,6 £ 1,8 (15-20) 22-26 58
Eficiéncia de produgdo de ovos 48 - -
(%)
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AGENTES INFECCIOSOS
Agentes infecciosos em anuros

Nas ultimas décadas, varios artigos foram publicados sobre agentes infecciosos com o
intuito de aprimorar o conhecimento das doengas e das causas de mortalidade em animais
silvestres e sua importancia para a conservacao da fauna, transmissao de agentes patogénicos
para os animais de produ¢do e de companhia e as zoonoses.

Os anuros vivem em habitats terrestres e aqudticos, sendo estes expostos a diversos
vetores hemat6fagos. Este comportamento leva estes anfibios a ocuparem uma posi¢ao ideal
para serem infectados/parasitados como virus, riquétsias, protozodrios, leveduras e
nematoides (63). Entre os hemoparasitos descritos em anuros, ja foram relatados protozodrios
do género Trypanosoma, e também, do grupo das hemogregarinas Hepatozoon
(Hepatozoidae) e Haemogregarina (Haemogregarinidae) (64).

Inimeros estudos registram que o parasitismo por Hepatozoon € comum em ras
(Ranidae) e sapos (Bufonidade) no mundo todo (65).

Existem diversos grupos de ectoparasitas de anfibios atuando como vetores de agentes
infecciosos: sanguessugas (Batracobdella picta) transmitindo tripanossomas, formas
observadas em Rana clamitans, R. catesbeiana e R. setentrionales, Hyla crucifer, R.
americanus, R. sylvatica e Plethodon Cinereus (66). Mosquitos do género Phlebotomus na
transmissdo de tripanossomas em ras na china (67) e o carrapato A. rotundatum transmitindo
Hemolivia e Hepatozoon (19, 68).

Agentes infecciosos em carrapatos associados a anuros

Dentre as espécies de carrapatos, citadas anteriormente parasitando anuros brasileiros,
quatro tem registros na literatura como vetor de pelo menos um tipo de agente infeccioso, a
espécie A. rotundatum é comumente registrada sendo infectada por hemogregarinas. As
hemogregarinas sdo parasitas sangiiineos pertencentes as subordens Adeleina e Eimeriina do
filo Apicomplexa, sendo os principais géneros deste grupo, Hepatozoon (Hepatozoidae) e
Haemogregarina (Hemogregarinidae) (26). J4 a espécie A. dissimile é provavelmente o vetor
de Hepatozoon fusifex (69) para B. constrictor.

Além dos protozodrios, ha relatos também da infec¢do por Rickettsia belli em ambos
vetores A. rotundatum e A. humerale (13).

PATOLOGIA

O aparelho bucal do carrapato penetra profundamente na pele do hospedeiro,
permanecendo fixado por meio do hipostdmio e pela solidificacdo da secrecdo salivar. Ao
provocar a laceracdo dos tecidos e vasos sanguineos, 0 carrapato ingere sangue € outros
liquidos tissulares dos hospedeiros. No processo de alimentac@o, os carrapatos causam: agcao
traumatica, acdo mecanica, espoliacdo direta e acdo toxica .

Os carrapatos parasitas de répteis e anuros sao conhecidos por produzir lesdes na pele
(9, 48). Ainda também podem afetar o sistema reticulo-endotelial de seus hospedeiros e
inocular toxinas (7). Lesdes causadas por carrapatos em sapos sdo citadas em raros trabalhos
na literatura. No trabalho de Zug e Zug (70), com R. marina, o autor menciona lesdes no
corpo dos sapos apds os carrapatos se desprenderem. Outro trabalho € o de Luz et al. (9) onde
relatam intensa irritacdo na pele dos sapos durante a alimentacdo de fémeas adultas de A.
rotundatum em R. schneideri. Mencionam também, que a alimentacdo de todas as fases
(larva, ninfa e adulto) resultou no aparecimento de lesdes ulcerativas e hemorrdgicas,
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especialmente durante a alimentagcdo das fémeas adultas (Fig. 1B) e que essas lesdes foram
observadas em 13 (72%) dos 18 sapos naturalmente infestados.

Fig. 1. Infestacio por Amblyomma rotundatum em Rhinella schneideri: [A] Fémeas se
alimentando na regido ventral e [B] Lesdo causada durante a alimenta¢do de uma fémea na
regido lateral do corpo. Luz et al. ( 52).

As lesdes observadas em sapos naturalmente infestados podem levar diretamente para o
estabelecimento de doengas infecciosas em hospedeiros debilitados ou permitindo o
crescimento de patdgenos na drea dos ferimentos, podendo interferir na regulacdo das
populacdes de sapos (9, 65). Altas infestacdes por carrapatos em anuros podem diminuir a
resisténcia imune desses animais acometidos devido ao estresse podendo leva-los a ébito (44,
48, 49). Contudo, estudos envolvendo a transmissdo de agentes patogénicos e os tipos de
danos fisicos causados pelos carrapatos em sapos sdo raros no Brasil e precisam ser
aprofundados para um melhor conhecimento dessa etapa da relagdo parasito-hospedeiro.

CONSIDERACOES FINAIS

A despeito do niimero de publicacdes sobre o parasitismo de anuros por carrapatos,
incluidas nessa revisdo, imensas lacunas existem sobre o conhecimento da relagdo carrapatos
e anuros no Brasil. Deste modo estudos sobre a biologia e ecologia mais amplos e detalhados
se fazem necessdrios para podermos quantificar com mais precisdo esta associagdo,
principalmente no que concerne a patologia e transmissao de agentes patogénicos.
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TRAUMA CRANIOENCEFALICO EM PEQUENOS ANIMAIS
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RESUMO

Devido a importancia do trauma cranioencefdlico (TCE) em pequenos animais, o presente
trabalho teve por objetivos discorrer sobre a fisiopatologia da afeccdo, os procedimentos
terapéuticos pré-hospitalares e hospitalares, além de consideracdes relacionadas aos cuidados
no transporte € manejo inicial do paciente imediatamente apés o trauma. O profissional deve
identificar o TCE pré-hospitalar e tratar o paciente como um individuo politraumatizado,
incluindo os cuidados com a imobilizacdo. Na terapia hospitalar os procedimentos de
craniotomia sdo importantes, sobretudo para retirada de codgulos. Além disso, o uso de
glicocorticéides precisa ser evitado devido aos efeitos secunddrios. Por outro lado,
associagdes terapéuticas como a do manitol com a furosemida aumentam as perspectivas de
sucesso.

Palavras-chave: trauma cranioencefélico, politraumatismo, imobilizacao, caes, gatos
TRAUMATIC BRAIN INJURY IN SMALL ANIMALS
ABSTRACT

Due to the importance of traumatic brain injury (TBI) in small animals, the aim of this review
was to discuss the pathophysiology of the disease, the pre-hospital and hospital therapeutic
procedures, as well as considerations related to transport and initial care of the patient
immediately after trauma. The professional must identify the pre-hospital TBI and treat the
victim as a polytraumatized patient, including immobilization. In hospital therapy the
procedures of craniotomy are important, especially to remove blood clots. In addition, the use
of glucocorticoids must be avoided because of side effects, but combination therapies such as
mannitol with furosemide increase the probability of success.

Keywords: head trauma, brain trauma, multiple trauma, immobilization, dogs, cats

LESION CEREBRAL TRAUMATICA EN PEQUENAS ESPECIES
RESUMEN

Dada la importancia de los traumas craneoencefélicos (tce) en pequefias especies, este estudio
tuvo como objetivo discutir la fisiopatologia de dicha afeccién, los procedimientos
terapéuticos prehospitalarios y hospitalarios y las consideraciones relacionadas con el
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transporte y el cuidado en el abordaje inicial del paciente inmediatamente después del trauma.
El médico debe identificar el tce y tratar al paciente como un individuo politraumatizado,
incluyendo la inmovilizacién. En la terapia nosocomial es importante la craneotomia,
especialmente para la eliminacién de codgulos. Ademds, se debe evitar el uso de
glucocorticoides debido a sus efectos secundarios. Por otro lado, la asociacion terapéutica de
manitol con furosemida aumenta la probabilidad de éxito.

Palabras clave: trauma cerebral, trauma multiple, inmovilizacion, perros, gatos
INTRODUCAO

O traumatismo craniano grave (TCE) geralmente resulta em isquemia cerebral, hipdxia,
edema e hemorragia. Esta ultima pode ser intracraniana, extracraniana, subdural,
subaracnoidea ou intraparenquimatosa (1). O paciente veterindrio, independente da espécie, é
altamente susceptivel a processos traumaticos. Como descrito por Bagatini (2), na cidade de
Brasilia, de 170 animais atropelados 17% correspondiam a espécies domésticas, sendo o
indice de animais atropelados de 0,08 por quilometro percorrido. Além de atropelamentos, o
TCE pode ser decorrente de quedas, lesdes por esmagamento ou por arma de fogo, ataques de
outros animais e maus tratos (3). Ressalta-se ainda que os cdes e gatos possuem uma estrutura
corporea reduzida e uma superficie de contato grande em relacdo ao impacto, de forma que o
paciente com TCE, na maioria das vezes, ¢ também um individuo politraumatizado (2, 3).

Devido a importancia do TCE em pequenos animais, o presente trabalho teve por
objetivos discorrer sobre a fisiopatologia da afeccdo, os procedimentos terapéuticos pré-
hospitalares e hospitalares, além de consideragdes com respeito aos cuidados no transporte e
manejo inicial do paciente imediatamente apds o trauma.

Fisiopatologia do TCE

A fisiopatologia do TCE baseia-se na lesao cerebral primdria, imediata ao evento, € na
lesdo cerebral secunddria, que € tardia e mais importante (3-5). Oito em dez lesdes
parenquimatosas diretas associadas com a injuria cerebral primdria estdo fora do controle
clinico (4). Assim, o foco deve ser na prevencdo, reconhecimento e tratamento da lesdo
cerebral secundaria (4-6).

As alteragOes cerebrais primdrias sdo graduadas de acordo com a gravidade e
classificadas em concussao, contusdo, laceracdo e lesdo axonal difusa (3, 4). A lesao vascular
direta também ocorre levando a hemorragia intracraniana e edema vasogénico (3-5). A
concussao € uma lesdo cerebral leve, que promove perda transitéria de consciéncia, sem
alteracdes macro ou microscopicas (1, 3, 6). A contusdo ¢ uma alteracio de moderada a
severa, que causa laceracdo no parénquima cerebral e/ou na vasculariza¢do, podendo haver
hemorragia parenquimatosa ou edema (1, 4, 6). Os distirbios e sinais clinicos variam com a
gravidade do caso (3). Como é um processo gerado por impacto, ha duas dreas importantes: a
do golpe (sitio de impacto) e a do contragolpe (contrdria a drea de impacto), que resulta no
deslocamento do cérebro no cranio (3, 4). Na contusdo sdo observadas areas cicatriciais (4). A
laceragdo constitui-se na mais grave lesdo cerebral primaria (3, 4). Assim como a contusao,
pode haver hemorragia em parénquima cerebral e edema, porém ocorre devido a fraturas de
cranio e feridas penetrantes (1, 3). As sequelas sdo comuns, podendo se desenvolver horas ou
dias apds o trauma, e ocorrem pela liberagdo de mediadores inflamatérios, lesdo axonal e
hemorragia continua (3, 4, 7).

As principais consequéncias da lesdo secunddria sao hemorragia, aumento da pressao
intracraniana (PIC) por edema e comprometimento da barreira hemato encefélica, e alteragdao
na reatividade vascular cerebral (3, 4). A lesdao secunddria € mediada pelo aumento da
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atividade de neurotransmissores excitatorios gerando espécies reativas de oxigénio (ERO) e
producdo de citocinas pré-inflamatérias, que podem contribuir para a morte celular (4, 7).
Com a liberagdo dos neurotransmissores excitatorios, como o glutamato e a intensa atividade
metabdlica, ocorre deplecdo de ATP (3, 4, 8). Essa falha energética leva a perturbacdo na
homeostase i6nica e fluxo descontrolado de sddio e cdlcio para os neuronios, promovendo
edema citotoxico e despolarizacdo (3, 9, 10). O edema cerebral pode também ser causado por
acumulo de cloreto e 4gua e todos os fatores levardo ao escape de liquido para o espaco
extracelular (3, 8). O acumulo de Ca? no interior das células ativa enzimas intracelulares, que
causam graves danos e levam a morte celular (4). Além do edema citotéxico, ha também o
edema vasogénico por trauma mecanico primério, ou secunddrio a processos autoliticos como
reacdo com radicais livres, cascata do dcido araquiddnico, cascatas de coagulagdo, entre
outros (3-9). Esses fatores levam a um aumento da permeabilidade vascular endotelial, que
acarretard no extravasamento de filtrado rico em proteina, caracteristico do edema vasogénico
(1,3,4,8,9).

Controle da pressao intracraniana (PIC)

Para que haja a pressdo de perfusdo cerebral (PPC), e assim fornecer oxigénio e
nutrientes essenciais ao parénquima, € necessario o equilibrio entre a pressao arterial média
(PAM) e a pressdo intracraniana (PIC) (4, 5, 9).

PPC = PAM - PIC.

Um paciente que sofreu TCE e possui queda da pressdo arterial tem como consequéncia
a diminuicao da PPC por auto-regulagao (3-5,10-13). Esta tltima mantém a PIC entre 8 e 15
mmHg (4). Se a PIC aumentar além dos limites dos mecanismos compensatérios de perfusao
cerebral ha comprometimento e isquemia do tecido cerebral e desencadeia-se o reflexo de
Cushing (resposta cerebral isquémica levando a bradicardia reflexa) (4, 12, 13). Com a
isquemia ha diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, aumentando o nivel de CO2 que é
percebido pelo centro de controle vasomotor no local (3, 4, 13). Este inicia uma resposta do
sistema nervoso simpatico que leva ao aumento PAM a fim de aumentar a PPC (5, 7). A
hipertensao sistémica é detectada pelos barorreceptores das artérias carétidas e do arco adrtico
e resulta em bradicardia reflexa (3, 9, 13). A resposta isquémica ocorre tardiamente, o que
indica elevagdo do risco de vida no aumento da PIC (5, 11, 13).

As alteracoes sist€micas a lesdo cerebral secunddria sdo hipotensao, hipéxia, hipo ou
hiperglicemia, hipo ou hipercapnia e hipertermia (1, 3, 4, 12). As acOes sistémicas podem
resultar em lesdo de 6rgdos pela vasoconstri¢do intensa, isquemia de miocardio e arritmias
ventriculares devido a liberacao de catecolaminas (3, 7). Esses efeitos pioram a lesdo cerebral,
como resultado do comprometimento da perfusdo cerebral (3, 14). Além disso, Verneau (4)
afirmaram que o aumento da pressdo intracraniana pode causar deslocamentos ou hérnias
cerebrais. Se for ventral a foice cerebral pode ocorrer herniagao de foice, se for ventral ao
tentorium ter-se-a hérnia de uncus, se pelo forame magno havera herniacdo tonsilar.

Intervencao pré-hospitalar

Segundo o Ministério da Sadde (15), atendimento pré-hospitalar é “o atendimento que
procura chegar precocemente a vitima, apds ter ocorrido um agravo a sua saude (de natureza
traumadtica ou ndo traumatica ou ainda psiquidtrica), que possa levar ao sofrimento ou mesmo
a morte, sendo necessario, portanto, prestar-lhe atendimento em servigo de saide devidamente
hierarquizado e integrado ao Sistema Unico de Satdde”, conhecido por SUS. Embora a
medicina veterinaria ndo possua um SUS, os conceitos s@o aplicdveis. Assim, o atendimento
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pré-hospitalar ndo se trata de um tratamento definitivo e sim uma forma de manter a
homeostase até que haja possibilidade do tratamento adequado (16, 17).

Conforme Spilzman (18), o TCE € a causa mais importante de morte nos traumas, sendo
que o traumatismo raquimedular ocorre em 5 a 10% dos casos. O paciente traumatizado pode
apresentar-se com sonoléncia, confusio, agitacdo ou inconsciéncia de curta ou longa duracao
(4, 17, 18). O exame primdrio baseia-se na avaliacdo das vias aéreas, respiracdo e estado
circulatério, que consiste no “ABC” da emergéncia (4, 12, 18). E importante obter o historico,
o tempo e a progressao dos sinais neuroldgicos, assim como efetuar cuidados com a coluna
cervical, que requer estabilizacdo (4, 18). Visto o nimero elevado de animais errantes em
nosso meio, o histérico € frequentemente incompleto, particularmente em gatos, fator que
muitas vezes dificulta a determinacdo da causa da lesdo e o tempo da ocorréncia.

As hemorragias precisam ser controladas e deve-se avaliar constantemente a
consciéncia (4, 12, 18, 19). A presenca de hemorragia nasal, nas orelhas, na regido da
nasofaringe, Orbita e nos seios frontais frequentemente indicam fratura no cranio (4, 12, 18).
Os exsudatos ndo hemorragicos também requerem andlise, visto que concentracdes de glicose
cerca de 80% nestes exsudatos sugerem perda de fluido cérebro espinal (4). O local de saida
do fluido fornece uma porta de entrada de bactérias para o cérebro, além da possibilidade de
desenvolvimento de uma fistula liquérica cronica (3, 4). Nos casos em que houver €mese, 0
paciente precisa ser movimentado em bloco, de modo a evitar a aspiracdo, com imobiliza¢do
da coluna cervical com colar, porém sem vasoconstringir a veia jugular (4, 20). A cabeca
necessita ser mantida em angulo de 30°, para maximizar o suprimento arterial e para
drenagem venosa do cérebro (4). E importante o exame de fundo de olho, que pode indicar
papiledema (edema de papila 6ptica por aumento da PIC) (4, 12, 16, 18, 19). O nivel de
consciéncia necessita avaliacio tanto na intervencdo pré-hospitalar quanto na hospitalar. Na
presente revisdo foi adotada a Escala de coma de Glascow pedidtrica modificada para caes,
segundo Andrade et al. (19) (Tabela 1).

Os métodos precdrios de transporte podem agravar as lesdes existentes (18, 20). Além
da equipe qualificada, também sdo importantes os equipamentos adequados para o transporte
(20, 21). Estes podem ser maca, ou padiola, e prancha longa (indicada para pacientes
politraumatizados), sendo que ha possibilidades de improvisacdo (18, 20, 21). A prancha
longa pode ser feita com porta, prancha de “surf” ou uma tdbua longa e resistente (20). A
maca ou padiola, por sua vez, € passivel de construcdo com cabos de vassoura presos a
cobertores, paletds, camisas, cordas, lonas ou sacos de pano (20, 21). O método de transporte
terrestre apropriado € por ambuldncia, porém na auséncia desta transportar o paciente em
veiculos grandes como caminhonetes (20, 21). Para os autores da presente revisdo esses
cuidados sdo um dos grandes desafios da Medicina Veterindria em nosso pais e requerem
medidas de conscientiza¢do da populacao. Por ndo existir equipes de resgate especializadas, o
transporte € efetuado pelo proprietério, que desconhece as condutas necessdrias.

Tanto na intervencdo pré-hospitalar quanto hospitalar é importante a localizagao do
local da lesdo pelos sinais clinicos (18, 20-23) e pode ser feita do seguinte modo:

A) Sindrome cerebral: Animal com alteragao mental e comportamental, pode apresentar
déficits proprioceptivos contrdrios a lesdo, cegueira com reflexo pupilar normal (amaurose),
papiledema e respiracdo em Cheyne-Stokes. A descerebracdo, da-se por acometimento do
cérebro rostral e mesencéfalo, sendo caracteristica se houver opistétono com alteracdo mental,
podendo haver espasticidade nos quatro membros (1, 4, 24-27).
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Tabela 1. Escala de coma de Glascow pedidtrica modificada para caes

Indicador Critério/resposta Escore

Abertura ocular Espontanea 4
Estimulo verbal/comando 3

Estimulo verbal/comando/ao grito 3

Estimulo doloroso 2

Sem abertura 1

Melhor resposta a vocaliza¢ao Latido/rosnado 5
Choramingo irritado 4

Choramingo a dor 3

Ganido a dor 2

Sem resposta 1

Melhor resposta motora Movimento espontaneo e normal 6
Reacdo ao toque 5

Reacdo a dor 4

Flexdo anormal — descorticagcdo 3

Extensdo anormal — descerebracdo 2

Nenhuma 1
Total 15

Escore minimo € 3, indica ndo reag¢do, e o maximo ¢é 15, indica que o doente estd desperto, alerta e totalmente
responsivo. Classificaciio associada a gravidade: alterag@o grave o intervalo entre 3-8, moderada entre 9-12, leve
entre 13-14 e normal 15. A queda de trés escores na escala considera-se como sinal de alerta, pois o paciente
pode estar mudando de faixa na classificagdo de gravidade (19).

B) Sindrome diencefdlica: As alteracdes sdao semelhantes a sindrome cerebral. No
entanto, sdo também observadas anormalidades no apetite, na ingestao de dgua, na regulagcdo
de temperatura e distirbios enddcrinos como diabetes insipido (22, 23, 25, 27).

C) Sindrome mesencefalica: Estado mental alterado, déficit do nervo III (estrabismo
lateral, midriase, reflexo pupilar ausente), opistétono. Reflexos e tonus aumentados, e déficits
posturais nos quatro membros (16, 22, 26, 27).

D) Sindrome ponto-bulbar: estado mental alterado, déficit do 5° par de nervos cranianos
(paralisia mandibular e diminuicdo da sensibilidade na face), diminuicdo do reflexo palpebral
(nervos V e VII), paralisia facial (nervo VII), desvio de cabecga, quedas, andar em circulos,
nistagmo, paralisia de faringe e laringe (nervos IX e X), e paralisia de lingua (nervo XII) (23,
25).

E) Sindrome vestibular: estado mental deprimido, desequilibrio e queda, desvio de
cabeca, andar em circulos, nistagmo, estrabismo ventrolateral, déficit dos nervos V, VI e VIl e
sindrome de Horner (ptose palpebral superior, miose, protrusio de 3 pdlpebra). E importante
distinguir a lesdo vestibular central e periférica (Tabela 2) (1, 23, 24).

Tabela 2. Lesdo vestibular Central (LVC) x Periférica (LVP) pelos sinais clinicos

Sinais clinicos LVC LVP
Nistagmo Espontaneo Horizontal, rotatério, vertical Horizontal, rotatério
Nistagmo posicional Modifica Constante
Déficits de nervos cranianos V, VI, VII, IX VI
Sindrome de Horner Ausente Presente
Paresia e déficits posturais Presentes Ausentes
Estado mental Alterado Normal

F) Sindrome cerebelar: tremores intencionais de cabeca, nistagmo, anisocoria (uma
pupila dilatada e a outra contraida), base de apoio aberta, hipertermia, reagdes posturais
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retardadas ou exageradas, opistétono e auséncia de reflexo de ameaca com a visdao normal.
Uma lesdo cerebelar que pode ser confundida com a descerebracao € a descerebelacdo. Esta se
caracteriza por opistétono sem alteracao mental. Os membros tordcicos estardo espasticos e os
pélvicos flacidos e flexionados (4, 22, 24-27).

Intervencao hospitalar

Nesse momento € fundamental observar o quadro clinico do animal, o nivel de
consciéncia e os reflexos do tronco cerebral. Separar aqueles reflexos intrinsecos mediados
pelo tronco cerebral, reflexos pupilares em resposta a luz, posi¢cdo ocular (em repouso),
movimentos oculocefdlicos (1, 4, 16, 19, 24). Além disso, é preciso realizar métodos de
exames complementares, para correto diagndstico, e as terapias médicas e cirtrgicas
especificas (1, 4, 12, 18, 28).

Diagnéstico

O diagnéstico baseia-se no histérico do trauma, com a localizacdo da disfuncdo no
cérebro (4, 24, 26, 28). Os pacientes com TCE sdo submetidos a exames neurolégicos
cuidadosos e repetidos, para determinar a localiza¢do da lesao, a gravidade e a evolucao (4,
12, 28, 29). Como a maioria dos pacientes com TCE tem lesdes do sistema respiratdrio, €
necessdaria uma auscultacdo cuidadosa (4, 12). Caes com trauma tordcico significativo
requerem avaliacdes frequentes para identificacdo de arritmias cardiacas de inicio tardio,
causadas por contusdo do miocdardio, e dispneia por hemorragia pleural e/ou pulmonar tardia
(4, 12). Também realizar exame fisico com o intuito de buscar lesdes esqueléticas associadas
(1, 4). Uma conduta comum efetuada pelos autores da atual revis@o € a pun¢do abdominal,
tordcica, ou de ambas as cavidades, o que muitas vezes auxilia na identificacdo precoce de
lesdes concomitantes ao TCE. Sao importantes métodos de auxilio diagnéstico a radiografia, a
tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia magnética (RM) (1, 5, 12, 24).

Radiografias tordcicas de animais com traumatismo craniano Sao necessdrias para
identificacdo de hemorragia, contusdo pulmonar e pneumotdrax (4, 11). A radiografia de
cranio pode ajudar a avaliar o paciente com suspeita de fratura craniana (1). Embora as linhas
de fraturas e fragmentos Osseos possam ser visibilizados por radiografias do cranio,
modalidades de imagem mais avancadas como a TC e RM permitem a identificacio de
hemorragias, lesdes de massa e edema cerebral (1, 4, 12). Naqueles animais em que a afec¢ao
medular nao pode ser descartada (1, 12), € importante incluir radiografias da coluna vertebral.
Animais com TCE devem ter anélises hematoldgicas e bioquimicas (enzimas hepaticas podem
estar aumentadas na contusdo) de rotina (1, 24). Outros exames a serem efetuados sdo
hemogasometria, eletrélitos séricos e osmolaridade sérica. O exame do liquor € contra-
indicado (1, 4).

Terapia e progndstico

O manejo de pacientes com TCE necessita de aten¢do quanto ao volume sanguineo
cerebral e fluxo sanguineo cerebral (4). A maior parte dos fatores que os alteram sdo: PaCO;,
a hipercapnia promove vasodilatacio e aumento da PIC (4, 12, 29). Por outro lado, a
vasoconstric¢do pode causar diminuicdo do volume sanguineo cerebral e, assim, isquemia
cerebral (4, 29). Quanto a PAM, sua autorregulacdo pode ser perdida nas dreas cerebrais
traumatizadas, isquémicas e com aumento da PIC (4, 29). O reflexo de Cushing ocorre em
resposta ao aumento da PIC levando ao aumento na PAM para manter adequada perfusao
cerebral (3, 4, 12, 29). H4 vasodilatacdo cerebral em resposta a diminui¢do da PaO, para
manter adequada oxigenagdo cerebral (4, 29). Nas dreas traumatizadas do cérebro essa
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resposta pode ser perdida e ocorre diminui¢do da oxigenagdo, acarretando em isquemia
cerebral (3, 4, 29). O aumento da taxa metabdlica cerebral causa aumento do fluxo sanguineo
cerebral e, assim como a inalagdo de anestésicos, também eleva a PIC (4, 29). Barbituricos
diminuem a taxa metabdlica cerebral e, deste modo, diminuem a PIC. No entanto, seu uso
pode causar hipotensao sistémica e hipoventilacdo, que podem exacerbar a elevacdao da PIC
(3, 4, 29).

A terapia pode ser dividida em terapia de suporte, para tratar os problemas que levem
risco a vida, além de prevenir as injurias secunddrias, e terapia médica especifica (1, 4, 5, 12,
29). No transcorrer terapéutico sio mantidos os mesmos cuidados quanto as fraturas e
instabilidades vertebrais (4, 12, 29). Quanto a terapia de suporte, precisam ser avaliados
periodicamente pardmetros como temperatura, vias aéreas livres, oxigenacdo do paciente e
situacdo do sistema cardiovascular, além de efetuar fluidoterapia e controlar a pressdo arterial
(4, 12, 20). A temperatura corpérea pode ser usada para estimar a temperatura cerebral e, se
houver hipertermia, indica pior evolucao neuroldgica (4, 5, 29). A baixa perfusio cerebral de
oxigénio é uma das causas mais importantes de lesdao cerebral (5, 12). O paciente com TCE
por desidratagdo estard hipovolémico, o que leva a diminuicdo da PAM e aumento da PIC
sendo, portanto, necessdria a restauracao da volemia (4, 12).

Platt (12) defende o uso de coloides e solu¢do salina hipertOnica j4 na terapia inicial, por
causa da rapida restauracdo da euvolemia por desidratacdo. E contrdrio ao uso de cristaloides
isotdnicos, uma vez que extravasardao para o intersticio apds uma hora de administracdo. Ha
necessidade de grande quantidade de fluido para reposi¢cio da euvolemia e,
consequentemente, exacerba-se o edema craniano. Verneau (4) indica o uso de cristaloides
isotOnicos para reposi¢do da diurese imposta por outros firmacos, como o manitol, e pela
desidratacdo, por salina hipertdnica, que sdo utilizados no tratamento do TCE. As doses
indicadas para cristaloides sao de no maximo 90 mL/kg/h para os cées e 40 a 60 ml/kg/h para
os gatos (4, 12).

A solugao salina hipertdnica administrada em dose de 4-5 mL/kg, por 3 a 5 minutos,
drena o fluido do intersticio e intracelular para o espaco intravascular, o que promove
aumento da pressdo sanguinea, eleva a PPC e, consequentemente, diminui a PIC (4,5,12,13).
Entretanto, € preciso evitar a presen¢a de desidratac@o sist€émica ou hipernatremia, que podem
ser observados em até uma hora (5, 6, 12, 13,). Os coloides, como Dextra-70 ou Hetastarch,
sdo uteis em pacientes com albumina baixa, hemorragia ou inflamac¢ao sistémica e devem ser
administrados apds o uso da solugd@o salina para manter o volume intravascular, sendo assim
uteis na reducdo do edema cerebral (4, 6, 12, 13). A co-administragdo de solucdo salina
hipertonica e coloide é mais efetiva na restauragdo da euvolemia do que a administragao
individual de um ou outro (12). O uso individual de coloides ndo ird prevenir a desidratagdo,
sendo importante a administracdo de cristaloides isotonicos para diminuir as perdas
hidroeletroliticas (4, 12, 13).

A hipotensao arterial, hiperglicemia, subnutricdo, garrote jugular e o uso de
glicocorticoides devem ser evitados (4, 12, 13, 28, 29). No caso do reflexo de Cushing, a
hipertensdo arterial ndo deve ser tratada pelo risco de isquemia cerebral. O excesso de glicose
no SNC pode aumentar a lesao isquémica (4, 12, 13). Os fluidos glicosados s@o usados apenas
para correcao da hipoglicemia (4, 13). Por sua vez, o aspecto nutricional do animal € um fator
importante e, ao sétimo dia pds-trauma, almeja-se que o suporte nutricional esteja
estabelecido (4). Considera-se, em animais com TCE, a alimentacdo por sonda géstrica ou
nasogadstrica, ja que os reflexos de degluticdo e vomito podem estar deprimidos, aumentando
assim o risco de pneumonia por aspiracdo. Além de ndo promover constricdo jugular, com
estufamento em volta do pescoco e térax, por exemplo, também é preciso evitar a
cateterizacdo de uma das jugulares e nunca cateterizar ambas as veias jugulares (4). Manter a
cabeca e o corpo do animal elevados, assim como descrito na intervengdo pré-hospitalar, em
um angulo maximo de 30° (4, 12).

Siqueira EGM. et al. Trauma cranioencefdlico em pequenos animais. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edigdo
Comemorativa): 112-123.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinadria e Zootecnia 119

Como profilaxia de infec¢des bacterianas, sobretudo em casos de fratura, € indicada
administracao de antibidticos de largo espectro de a¢do e com boa penetracdo no SNC (1, 4,
29). A terapia médica especifica para o TCE baseia-se em hiperventilagdo, tratamento
hiperosmolar, administracdo de altas doses de barbitiricos e cirurgia (1, 4, 12, 13, 29).

O uso de glicocorticoides no tratamento do TCE € muito controverso (4, 12, 29).
Segundo Afior (29), corticoides sdo tidos como benéficos no edema cerebral atribuido a
ocorréncia de neoplasia. Entretanto, estudos em medicina humana ndo t€ém mostrado efeitos
benéficos dos corticoides, incluindo metilprednisolona, e succinato de sédio, no tratamento do
TCE (4, 29). Na verdade, eles sdo contra-indicados devido ao aumento da incidéncia de
mortalidade apds seu uso. Além disso, eles tém sido associados com aumento dos riscos de
infec¢do, imunossupressao, hiperglicemia e outras significantes alteragcdes metabdlicas (3, 4,
12, 13, 29). Baseado nessas premissas, os autores da presente revisao tem evitado o emprego
desses medicamentos.

A hiperventilacdo como forma de diminuir a PIC precisa ser feita com cautela e
observacao constante dos niveis de CO; (4, 28, 29). A hiperventilacdo leva a hipocapnia e,
com isso, vasoconstri¢do (4, 29). Para diminuir a PIC de maneira satisfatoria, a pCO, (Pressao
de CO,) deve ser mantida entre 25-35 mmHg (4, 5, 29). Se permanecer abaixo de 25 mmHg,
haverd intensa vasoconstri¢do e isquemia, 0 que piora a evolucdo neuroldgica (5, 28, 29). A
hiperoxigenagao é recomendada para maior parte das injurias cerebrais agudas em animais. A
pressdo parcial de oxigénio (PaO,) deve ser mantida acima de 80 mmHg (4). O oxigénio
suplementado pode ser fornecido por mascara facial ou por cateterizacao nasal. Se o paciente
estiver em coma, efetua-se a imediata intubacdo (4, 6, 11, 28, 29).

A utilizagdo de diuréticos osmoéticos como o manitol € muito difundida no tratamento da
hipertensdo craniana (5, 12, 13). O manitol, um agucar que € livremente filtrado pelo rim, leva
a imediata expansao do plasma reduzindo, assim, a viscosidade sanguinea e aumentando o
fluxo sanguineo cerebral (4, 12). Sua boa fun¢do osmética reverte o gradiente osmoético do
sangue cerebral, reduzindo o volume de fluido extracelular e o dano cerebral (1, 3, 4, 12).
Administra-se o manitol em bolus, por um periodo de 15 minutos, a fim de se obter o efeito
expansor do plasma (5, 6, 12). O efeito de diminuicdo do edema cerebral leva
aproximadamente 15 a 30 minutos para estabilizar, cessando entre 2 e 5 horas. Doses de
0,25g/kg apresentam-se efetivas na diminuicdo da PIC em relacdo a doses maiores como
1g/kg, no entanto, com periodo de laténcia maior (4, 29). A administracdo repetida de manitol
pode causar intensa diurese, resultar em desidratacdo celular e consequente risco de
hipotensao e isquemia (4, 12). Assim, é recomendado que o uso de manitol seja reservado no
caso de pacientes criticos (Glascow modificada de 3-8). Ele também € contra-indicado em
pacientes desidratados ou em choque hipovolémico, assim como em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), insuficiéncia renal andrica ou edema pulmonar, por
promover aumento da mortalidade (3, 4, 7, 12). Nao hd evidéncias clinicas que o manitol é
contra-indicado em casos de hemorragia intracraniana (12). Segundo Platt (12), a combinacado
do manitol com furosemida, na dose de 0,7 mg/kg, pode diminuir a PIC, sobretudo se o uso
da furosemida preceder o manitol. No entanto, é importante entender que nao se pode usar em
animais desidratados e o seu excesso promove distirbios hidroeletroliticos (1, 3, 4, 12). Os
farmacos osmdéticos sao bastante utilizados pelos autores da revisao, contudo o uso isolado ou
combinado tem sido estabelecido de acordo com a condi¢do do paciente.

A presenca de hipotensdo arterial pode necessitar da administracdo de farmacos
vasoativos como a dopamina (2-10 pg/kg/min) (12). Por outro lado, episddios de hipertensdao
arterial, ocorridos por reflexo de Cushing, por exemplo, devem ser manejados com bloqueio
dos canais de cdlcio com amlodipina em doses de 0,625 a 1,25 mg por gato, a cada 24 horas,
ou Img/kg em caes a cada 24 horas (12).

Como forma de diminuir o metabolismo cerebral, a ansiedade e os radicais livres sdao
utilizadas altas doses de barbitudricos (3, 4, 29). Todavia, apesar dos efeitos positivos, pode
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haver também hipotensao arterial sistémica, que eleva a PIC e induz a depressao respiratdria
(4). Utiliza-se o mesmo para tratar a hipertensdo craniana somente quando ndo houver
resposta a outros tratamentos clinicos ou ao cirdrgico (4, 12). Sendo assim, é preconizado
como ultimo recurso € o paciente deve ser monitorado de forma intensiva para prevenir
complicagdes a vida (4).

Como sequela do TCE, tem-se a convulsdo (1, 4). Em se havendo quadro convulsivo
ativo, pode ser tratado com diazepam com 2,0 mg/kg por via retal, se necessario, ou 0,5-1
mg/kg intravenoso (4). Se ndo houver recidiva, administrar pentobarbital s6dico na dose de 3-
15 mg/kg, iv, lentamente, até o efeito desejado (12). Apds estabilizacdo, verificar a
temperatura, pois pode haver hipertermia (4, 12). Embora o papel profilatico de
anticonvulsivantes nao esteja claro, a convulsdo agrava a hipertensao intracraniana (3, 12).
Por isso, Platt (12) indica a terapia com anticonvulsivante pds-trauma, mesmo que ndo esteja
com quadro convulsivo, com o emprego de fenobarbital 2 mg/kg, im, a cada 6 ou 8 horas.
Essa conduta pode ser mantida por 3 a 6 meses apds o trauma, sendo diminuida
gradativamente quando nao houver novas crises. O fenobarbital tem o beneficio adicional de
reduzir as demandas metabdlicas cerebrais, sendo assim um protetor cerebral (4, 12, 29).
Além de todas as consideracdes terapéuticas citadas, tem-se também a possibilidade cirdrgica.

O tratamento cirdrgico em pacientes com TCE é a descompressao pela remocio de
massa, por exemplo, remoc¢ao de hematoma, hemostasia, reducdo de fratura e remogdo de
fragmento craniano (1). Para indicag¢do da cirurgia intracraniana, € pré-requisito a localizagdo
precisa da massa agressora por TC ou RM (1, 4, 12). A intervencdo € aceita quando ha
déficits neurolégicos graves, deterioragdao das condi¢des neuroldgicas, resposta inaceitdvel a
conduta clinica e presenca de massa intracraniana cirurgicamente removivel (hematoma ou
fratura) (4, 12, 26). Seim II (1) sugerem que 100% dos cdes e gatos com TCE grave
apresentam certo grau de hemorragia intracraniana. Sao localizacdes anatdmicas comuns de
hemorragia intracraniana nestas espécies, o espaco subdural, que s6 é visualizado em
situagcdes de anormalidade, e o subaracnoideo (1, 12). A descompressao cirirgica agressiva
pela craniotomia pode melhorar o progndstico do paciente. Como cuidados pré-operatdrios
devem ser levadas em consideragdo todas as condutas citadas anteriormente (1, 12, 26, 29).
As cirurgias serdo abordadas segundo Seim III (1), Platt (12) e Cuddon (26), que as indicam
sobretudo para hematomas agudos extra-axiais, fraturas de cranio e hematomas
subaracnoides. O acesso para craniotomia pode ser por vias combinadas, que permitam
visualiza¢ao adequada do hematoma intracraniano ou fratura calvdria (4, 12, 26). Se estiverem
presentes fragmentos Osseos, afundados mais que a espessura do cranio, recomenda-se
descompressao pela reducao de fratura ou remog¢ao de fragmento 6sseo.

Nos hematomas agudos extra-axiais € indicada a craniotomia (3, 12). Se o hematoma
for devido a uma fratura em um seio venoso, pode haver sangramento abundante associado a
intervencdo cirdrgica (1, 30). Transfusdes sanguineas podem ser requeridas na remoc¢ao de
hematoma e também ha risco de hemorragia dos vasos previamente comprimidos (3, 6, 12).

As fraturas da calota craniana podem ou nao ter implicacdes significativas para o
paciente (12). Elas sdo diferenciadas com base no padrao (depressao, cominutivas ou linear) e
tipo (aberta ou fechada) (1, 5, 12). Uma fratura € classificada como depressdo se a face interna
do osso é conduzida para dentro numa profundidade que equivale a largura do cranio (1).
Todas as fraturas podem ser manejadas, exceto as mais contaminadas e aquelas com grande
nimero de fragmentos (5, 12). Deve-se remover os fragmentos &sseos e investigar a
hemorragia na dura-mater, aracnoide e parénquima cerebral. Se for visto hematoma epidural,
subdural ou parenquimatoso, precisa-se evacuar o hematoma e controlar a hemorragia (12).
Nao ¢é preconizado recolocar os fragmentos da fratura (12). Os hematomas
intraparenquimatosos agudos podem formar codgulos e, diferentemente dos extra-axiais, sao
passiveis de terapia conservadora, a menos que sejam identificados pequenos codgulos
intraparenquimatosos na RM durante a fase subaguda (1, 3, 12).
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A maioria das contusdes hemorrdgicas parenquimatosas nao requer tratamento cirirgico
(12, 30). A principal indicagdo cirdrgica para esse tipo de lesdo sdo contusdes cerebelares com
compressdo do IV ventriculo e tronco cerebral (12). A cirurgia visa reduzir o potencial de
compressdo e hérnia, o que pode se desenvolver em 24 a 48 horas (12, 30). Também para
diminui¢do da compressdo intracraniana é possivel realizar craniectomia descompressiva,
como técnica salvatdria para hipertensao ndo controlada, com medidas clinicas, ventilatorias e
posturais (31). No entanto, esta técnica pode levar a complicagdes cirdrgicas e metabdlicas
secunddrias a retirada de um grande flap 6sseo da calota craniana, além da necessidade de
reintervencdo cirdrgica para reconstrucao (31).

A hipertensdo intracraniana tem melhor progndstico quando os procedimentos de
descompressao sdo realizados antes da dilatacdo pupilar se tornar lateral e irreversivel (4, 12).
Por outro lado, parece inadequado o tratamento cirirgico sem que antes haja a terapia
medicamentosa para diminuir a pressdo intracraniana (4, 12, 26). Ainda, quanto ao
progndstico, a doenga do tronco encefélico grave € observada pela midriase bilateral (16). A
miose unilateral (com ou sem caracteristicas de Sindrome de Horner) ocorre raramente no
TCE e, se houver, deve-se investigar lesd@o do tronco cerebral ipsilateral, medula espinhal ou
do plexo braquial (4, 16). Quanto a reatividade, se ocorrer resposta pupilar deficiente, o
progndstico varia de reservado a pobre e, se ndo houver resposta pupilar, o progndstico €
grave (3, 4, 12, 26). A taxa de variagdo da resposta pupilar pode indicar hemorragia, em caso
de mudanca aguda e edema encefélico, em caso de mudanca cronica (3, 4, 26). A terapia para
hipertensdo craniana tem melhor progndstico quanto mais cedo for estabelecida, sobretudo
antes da dilatacdo pupilar bilateral irreversivel (5, 6). Essa terapia pode ser clinica ou
cirtrgica, sendo que a cirurgica sempre precede a clinica (1, 3, 4, 26).

CONSIDERACOES FINAIS

O profissional deve identificar o TCE pré-hospitalar e tratar o paciente como um
individuo politraumatizado, incluindo os cuidados com a imobilizacdo. Na terapia hospitalar,
os procedimentos de craniotomia sdo importantes, sobretudo para retirada de coagulos. Além
disso, o uso de glicocorticoides precisa ser evitado devido aos efeitos secundarios.
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MASTITE BOVINA SOB NANOCONTROLE: A PROPOLIS NANOESTRUTURADA
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RESUMO

A producgdo organica de leite preconiza o uso de medicamentos a base de fitoterapia e
homeopatia para o controle da mastite nos rebanhos, em detrimento da administracdo de
antimicrobianos alopdticos convencionais. No entanto, existem escassas opcdes de ativos
disponiveis para este fim. Considerando que a propolis apresenta acdo bactericida e trata-se de
um composto permitido em sistemas organicos de producao leiteira, pesquisadores brasileiros
desenvolveram a propolis nanoestruturada, produto promissor para o tratamento intramamario
de mastite. Infere-se que a nanoestrutura apresente melhor eficicia antimicrobiana e menor
irritabilidade para a glandula mamdria, tendo em vista que estudos prévios in vitro, realizados
frente a estirpes de referéncia, apresentaram excelentes resultados. Estudos in vivo estdo
sendo realizados para avaliar a inocuidade e a eficidcia de uma formulacdo de prépolis
nanoestruturada no tratamento intramamadrio de casos de mastite bovina em rebanhos leiteiros
organicos. Caso se comprove a eficicia e inocuidade da formulagao, estima-se que em breve a
mesma possa ser direcionada para produgdo em escala industrial/comercial, atendendo
especialmente a demanda de sistemas organicos de producao leiteira.

Palavras-chave: vacas, mastite, nanotecnologia, prépolis, tratamento.

BOVINE MASTITIS UNDER NANOCONTROL: NANOSTRUCTURED PROPOLIS
AS A NEW PERSPECTIVE OF TREATMENT FOR ORGANIC DAIRY CATTLE

ABSTRACT

Organic dairy farms are supposed to use only phytotherapeutical and homeaopatical actives
for mastitis control in cows. However, there are a low number of actives available for this
application. Considering the bactericide action of the propolis and the fact that this substance
is allowed in organic dairy farms, Brazilian researches developed the nanoestructured
propolis, a promissor poduct for intramamary treatment against mastitis. It is expected that
this nanostructure presents better antimicrobial effects and lower irritability for mammary
glands, considering that the previous in vitro studies done against bacterial reference strains
showed excellent results. In vivo studies are being conducted to evaluate the safety and
efficacy of a nanostructured propolis formulation in dairy organic farms. If the expectations
regarding the safety and efficacy of the nanostructured propolis be confirmed, betimes the
final formulation may be directed for industrial production, especially attending the demands
of dairy farms organic systems.

Keywords: cows, mastitis, nanotechnology, propolis, treatment.
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MASTITIS BOVINA BAJO CONTROL: EL PROPOLEO NANOESTRUCTURADO
COMO UNA NUEVA PERSPECTIVA DE TRATAMIENTO PARA GANADO
LECHERO ORGANICO

RESUMEN

La produccién organica de leche pregona el uso de fitoterapéuticos y homeopatia para el
control de la mastitis en el ganado, en detrimento de la administracién de antimicrobianos
alopdticos convencionales. Sin embargo, las opciones de sustancias activas disponibles para
este fin son todavia escasas. Considerando que el propdleo tiene efecto bactericida y se trata
de un compuesto permitido en sistemas orgdnicos de produccién lechera, investigadores
brasilefios desarrollaron el propdleo nanoestructurado, producto prometedor para el
tratamiento intramamario de mastitis. Se infiere que la nanoestructura presenta mds eficacia
antimicrobiana y menos irritabilidad para la glindula mamaria, ya que estudios previos in
vitro, realizados en estirpes de referencia, presentaron excelentes resultados. Actualmente se
realizan estudios in vivo para evaluar la inocuidad y la eficacia de esta formulacién de
propdleo nanoestructurado en el tratamiento intramamario de la mastitis bovina en ganado
lechero orgéanico. En el caso de que se compruebe la eficacia e inocuidad de la férmula, la
misma podrd ser direccionada para su produccion en escala industrial/comercial, atendiendo
especialmente a la demanda de sistemas orgédnicos de produccién lechera.

Palabras-clave: vacas, mastitis, nanotecnologia, propdleo, tratamiento.

INTRODUCAO
Mastite bovina: importancia, implicacées economicas e em Satide Piblica

A mastite bovina - processo inflamatério da glandula mamadria, geralmente de origem
infecciosa - determina grave impacto no setor leiteiro, causando sérios prejuizos, tanto pelo
comprometimento funcional da glandula mamaria, com redugdo da producdo de leite, como
pelo descarte prematuro de fémeas e/ou morte ocasional de animais (1,2). A etiologia
predominantemente bacteriana da mastite bovina (3) determina menor rendimento industrial
na producao de derivados l4cteos e principalmente, sério risco a saide publica, uma vez que
as principais espécies de patégenos bacterianos causadores de mastite sdo produtores de
toxinas, muitas delas termorresistentes, ocasionando surtos de toxi-infec¢des em humanos.

Devido a complexidade epidemioldgica da mastite nos rebanhos, seu controle se torna
dificil, especialmente em sistemas de criacdo pouco tecnificados, com manejo higiénico-
sanitario deficitario e desprovido de assessoria técnica. Nestas situagdes, a administracao
indiscriminada de antimicrobianos para o controle das mastites nos animais tem determinado
a selecdo de estirpes bacterianas multirresistentes, com consequente reducdo do éxito
terapéutico, ocorréncia de mastites recidivantes / crOnicas, bem como risco significativo a
saude publica.

Nesse contexto, vale ressaltar os principios da produg¢do organica de leite, que
preconizam:

1) o uso de medicamentos a base de fitoterapia e homeopatia para o controle da mastite
nos rebanhos, em detrimento da administracao de antimicrobianos alopaticos convencionais;

2) a alimentacao livre de cultivo com adubos quimicos;

3) fornecimento aos animais de fontes alimentares de origem organica produzidas, em
sua maior parte, na propria unidade.

Estas medidas visam a garantir a ndo contaminagdo do leite desde a produgdo até o
envase, atendendo a demanda da sociedade por alimentos de qualidade e integridade
garantidas.
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Sistemas orgéanicos de producido leiteira: caracteristicas, importancia econdémica,
cultural e social

Leite organico € o produto da pecudria leiteira organica, que se baseia nas premissas
de exploracdo economicamente vidvel, ecologicamente correta e socialmente justa. Nesse tipo
de exploragdo, além de os animais serem manejados sem a utilizacdo de antimicrobianos,
hormonios, vermifugos, promotores de crescimento, estimulantes de apetite, uréia e demais
aditivos ndo autorizados, € necessdrio que o pecuarista esteja compromissado com a
sustentabilidade da atividade, e que proporcione adequadas condi¢des de trabalho aos seus
empregados, sempre visando a exceléncia do produto a ser obtido. O leite organico difere
daquele obtido na pecudria convencional por ndo conter residuos quimicos de qualquer
espécie, possuindo mesmo sabor e valor nutritivo, podendo ser consumido puro, sob a forma
de lactoderivados ou incorporado a outros produtos alimenticios. Embora sua producdo nao
seja direcionada a um publico especifico, seus consumidores sdo, em geral, bem informados,
possuem consciéncia ecoldgica e buscam a qualidade dos alimentos (4-6).

Esse tipo de leite possui maior valor agregado e, consequentemente, custo final mais
elevado, restringindo seu consumo didrio a uma parcela da populacio com maior poder
aquisitivo. No entanto, existe uma tendéncia de mudanga deste cendrio a partir da
disponibilizacdo de tecnologias que irdo contribuir para reducdo no custo de produgdo,
aumento da oferta do produto no mercado e, consequentemente, reducdao do preco do leite
organico nas prateleiras (7).

Estimativas da FAO indicam que o segmento de produtos organicos devera aumentar
as vendas em 30% nos paises industrializados em dez anos (4). A producdo de leite organico
no Brasil estd estimada em aproximadamente 5,5 milhdes de litros/ano e, semelhante ao que
ocorre nos paises desenvolvidos, nos ultimos anos, apresenta crescimento anual de 30%,
constituindo um promissor subnicho de mercado. Atualmente, em muitos estados da
Federacdo, existem propriedades que adotam o sistema de produgdo de leite organico e, em
especial, uma grande concentracdo de produtores no Estado de Sdo Paulo. Nesta regido, por
questdes culturais e econdmicas, destaca-se o municipio de Botucatu, que responde por
aproximadamente cinquenta por cento da producao paulista.

Dificuldades no controle da mastite bovina em sistemas organicos de producao leiteira

Na producdo organica de leite devem ser adotadas medidas higi€nico-sanitdrias
convencionais para a profilaxia da mastite nos animais, recomendando-se a utilizacdo de
solucdo de iodo glicerinado associado a linhaga para a desinfec¢do dos tetos no pré e pds-
dipping. Nos quadros de mastite clinica, indica-se o tratamento a base de homeopatia, argila
e/ou fitoterapia, condutas alternativas a terapéutica com antimicrobianos. Ervas medicinais
como a camomila, a tansagem, a babosa (espécie ndo toxica para os animais), entre outras, sao
associadas ao tratamento adjuvante com massagem do ubere utilizando pomadas a base de
propolis e/ou beladona (7). O tratamento geralmente € realizado de maneira empirica, sem
acompanhamento técnico e ndo hd comprovacdo cientifica de sua eficdcia, inocuidade e
reprodutibilidade.

Devido as reduzidas opcdes terapéuticas que os produtores organicos de leite t€m para
o tratamento da mastite bovina, existe importante demanda de pesquisas que possibilitem o
desenvolvimento de novos produtos para este fim, a base de principios ativos de origem
natural (nfo-sintéticos), cuja eficicia e inocuidade sejam cientificamente comprovadas.

E reconhecido no meio cientifico que a prépolis apresenta acdo antimicrobiana, com
indices de sensibilidade bacteriana variando de 85,2% a 100% obtidos em testes de
antibiograma utilizando estirpes de Staphylococcus e Streptococcus sp. isoladas de casos de
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mastite bovina (8-12). Em estudo para avaliar diferentes opg¢des terapéuticas para o controle
de mastite causada por Prototheca zopfii em rebanhos leiteiros naturalmente infectados (13),
utilizou-se formulacdo de prépolis a 30% preparada em solucdo de Dimetilsulf6xido (DMSO)
a 20%, para facilitar a difusdo no parénquima mamario. Realizou-se tratamento intramamadrio,
ap6s ordenha completa, de manha e a tarde, durante cinco dias, com 15 a 20 mL da
formulacdo na dependéncia do tamanho da glandula mamaria ou quarto afetado.
Corroborando os resultados obtidos pelos mesmos autores quando do estudo da sensibilidade
in vitro da propolis frente a diferentes amostras de Prototheca zopfii, obteve-se in vivo cura
clinica e microbiologica em 84,8% dos tetos tratados. Por outro lado, apesar de resultados
satisfatorios obtidos nestas pesquisas, existem poucos estudos de eficdcia (in vitro e in vivo) e
de inocuidade reportados na literatura cientifica.

Evidencia-se que a prépolis trata-se de composto permitido para utilizacdo no
tratamento da mastite em bovinos criados em sistema organico de produgao. Considerando
estas caracteristicas, e vislumbrando a possibilidade de desenvolver um novo produto
intramamario que atendesse a demanda dos produtores de leite organico, a EMBRAPA Gado
de Leite (Juiz de Fora-MG), em parceria com outras instituicdes de ensino e pesquisa
brasileiros, apds diversos anos de estudos utilizando o conceito de nanotecnologia,
desenvolveram a propolis nanoestruturada, cuja eficicia in vitro apresentou-se
comparativamente superior a da prépolis integra natural frente a linhagens de Staphylococcus
aureus de referéncia. Durante o processo de producdo e estabilizacdo das nanoparticulas,
foram utilizadas moléculas anfifilicas (simultaneamente polares e apolares) biocompativeis, e
condigdes especiais para se obter um produto livre de dlcool. Neste contexto, a nanopropolis
pode ser potencialmente menos irritativa ao tecido mamdério em comparacdo aos extratos
alcoodlicos rotineiramente utilizados em formulacdes intramamdrias para bovinos, que
geralmente determinam processos inflamatérios na glandula (14). Desta forma, infere-se que
o processo de nanoestruturacdo possibilitaria a otimizacao da eficicia terapéutica e inocuidade
da prépolis, quando administrada nos animais.

Principio da Nanotecnologia

De acordo com a Organizacdo Internacional de Padronizacdo (15), nanotecnologia é
definida no documento de consulta piblica ISO/DTS 80004-1 (2010) para defini¢do do marco
regulatério como sendo “a aplicacdo do conhecimento cientifico para manipular e controlar a
matéria em escala nanométrica e, com isso, fazer uso de propriedades e fendmenos que sdao
dependentes de tamanho e estrutura, e simultaneamente distintos daqueles associados com os
atomos ou as moléculas individuais ou com os materiais na forma de agregados” (16).

Por sua vez, o Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (17) assume que a
nanotecnologia ndo pode ter uma definicdo somente, dada a sua interdisciplinaridade nas
areas de quimica, fisica, biologia e engenharia (Figura 1). Devido ao grande nimero de
defini¢des, hd ainda muita divergéncia sobre o tema, mas parece ser senso comum a no¢ao de
que a nanotecnologia esteja associada ao aparecimento ou mudanga (aumento/diminui¢do) de
uma caracteristica da matéria associada a reducdo de escala de pelo menos uma de suas
dimensoes (16).

Na prética, as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de uma determinada
substancia sao determinadas pela somatéria dos fendmenos fisico-quimicos que atuam sobre a
matéria como, por exemplo, a for¢a gravitacional, a inércia, o atrito, 0 movimento Browniano,
as interacoes eletrostéticas, as repulsdes elétricas, entre outros (18). Ao avaliar essa substancia
na escala métrica, sabe-se que a mesma sofre acdo de todos os fendmenos supracitados,
embora alguns em maior intensidade que outros, como sdo os casos da gravidade, do atrito e
da inércia que acabam por se sobrepor aos demais. Entretanto, a medida que essa substancia
tem seu tamanho reduzido, a importancia dessas for¢as se modifica e, adicionalmente, sua
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area superficial por unidade de massa € drasticamente aumentada. Por volta dos 100 nm, os
atomos que compdem a particula ficam mais instdveis em relacdo a sua forma métrica,
necessitando, portanto, de uma menor quantidade de energia para separa-los (19). Com isso, a
substancia além de poder apresentar novas caracteristicas fisicas e quimicas, também pode
demostrar maior reatividade e solubilidade, dependendo do meio onde se encontra.
Adicionalmente, quando no interior da nanoparticula, o principio ativo tem sua estabilidade
aumentada, uma vez que permanece protegido de agentes oxidantes, enzimas ou mesmo
interagdo quimica com outras moléculas (16). Este fendmeno torna-se relevante especialmente
no caso de produtos desenvolvidos para o tratamento de mastite bovina, uma vez que em
processos inflamatdrios da glandula mamaria existe uma série de alteracdes fisico-quimicas
que usualmente interferem na acdo dos principios ativos convencionais.

NANOTECNOLOGIA E MULTIDISCIPLINAR

Engenharia
Elétrica

~NANOTECNOLOGIA

Engenharia
Mecanica

Tecnolégicay Ciéncias de Biologia

Materiais

Figura 1. As diferentes interfaces da Nanotecnologia. Fonte: DURAN, N. UMC/UNICAMP,

“Nanotecnologia e Nanobiotecnologia” - Curso-QP-434  (1/08/2007). Disponivel em:
http://www.nanobiotec.igm.unicamp.br/download/ CURSO-NANOBIO-PARTE-1-2007-2.ppt

Leite organico € o produto da pecudria leiteira orginica, que se baseia nas premissas de
exploracdo economicamente vidvel, ecologicamente correta e socialmente justa. Nesse tipo de
exploragdo, além de os animais serem manejados sem a utilizagdo de antimicrobianos,
hormonios, vermifugos, promotores de crescimento, estimulantes de apetite, uréia e demais
aditivos ndo autorizados, € necessdrio que o pecuarista esteja compromissado com a
sustentabilidade da atividade, e que proporcione adequadas condi¢des de trabalho aos seus
empregados, sempre visando a exceléncia do produto a ser obtido. O leite organico difere
daquele obtido na pecudria convencional por ndo conter residuos quimicos de qualquer
espécie, possuindo mesmo sabor e valor nutritivo, podendo ser consumido puro, sob a forma
de lactoderivados ou incorporado a outros produtos alimenticios. Embora sua producdo nao
seja direcionada a um publico especifico, seus consumidores sdo, em geral, bem informados,
possuem consciéncia ecoldgica e buscam a qualidade dos alimentos (4-6).

Esse tipo de leite possui maior valor agregado e, consequentemente, custo final mais
elevado, restringindo seu consumo didrio a uma parcela da populacio com maior poder
aquisitivo. No entanto, existe uma tendéncia de mudanca deste cendrio a partir da
disponibilizacdo de tecnologias que irdo contribuir para reducdo no custo de produgao,
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aumento da oferta do produto no mercado e, consequentemente, reducdo do preco do leite
organico nas prateleiras (7).

Estimativas da FAO indicam que o segmento de produtos organicos devera aumentar as
vendas em 30% nos paises industrializados em dez anos (4). A producdo de leite organico no
Brasil estd estimada em aproximadamente 5,5 milhdes de litros/ano e, semelhante ao que
ocorre nos paises desenvolvidos, nos ultimos anos, apresenta crescimento anual de 30%,
constituindo um promissor subnicho de mercado. Atualmente, em muitos estados da
Federacdo, existem propriedades que adotam o sistema de producgdo de leite organico e, em
especial, uma grande concentracdo de produtores no Estado de Sdo Paulo. Nesta regido, por
questdes culturais e econOmicas, destaca-se o municipio de Botucatu, que responde por
aproximadamente cinquenta por cento da producao paulista.

Dificuldades no controle da mastite bovina em sistemas organicos de producao leiteira

Na producdo organica de leite devem ser adotadas medidas higiénico-sanitarias
convencionais para a profilaxia da mastite nos animais, recomendando-se a utilizacdo de
solucdo de iodo glicerinado associado a linhaga para a desinfec¢do dos tetos no pré e pds-
dipping. Nos quadros de mastite clinica, indica-se o tratamento a base de homeopatia, argila
e/ou fitoterapia, condutas alternativas a terapéutica com antimicrobianos. Ervas medicinais
como a camomila, a tansagem, a babosa (espécie ndo toxica para os animais), entre outras, sao
associadas ao tratamento adjuvante com massagem do ubere utilizando pomadas a base de
propolis e/ou beladona (7). O tratamento geralmente € realizado de maneira empirica, sem
acompanhamento técnico e ndo hd comprovacdo cientifica de sua eficdcia, inocuidade e
reprodutibilidade.

Devido as reduzidas opcdes terapéuticas que os produtores organicos de leite t€m para
o tratamento da mastite bovina, existe importante demanda de pesquisas que possibilitem o
desenvolvimento de novos produtos para este fim, a base de principios ativos de origem
natural (ndo-sintéticos), cuja eficicia e inocuidade sejam cientificamente comprovadas.

E reconhecido no meio cientifico que a prépolis apresenta agio antimicrobiana, com
indices de sensibilidade bacteriana variando de 85,2% a 100% obtidos em testes de
antibiograma utilizando estirpes de Staphylococcus e Streptococcus sp. isoladas de casos de
mastite bovina (8-12). Em estudo para avaliar diferentes op¢des terapéuticas para o controle
de mastite causada por Prototheca zopfii em rebanhos leiteiros naturalmente infectados (13),
utilizou-se formulacdo de propolis a 30% preparada em solucdo de Dimetilsulfé6xido (DMSO)
a 20%, para facilitar a difusao no parénquima mamario. Realizou-se tratamento intramamario,
ap6s ordenha completa, de manhd e a tarde, durante cinco dias, com 15 a 20 mL da
formulacio na dependéncia do tamanho da glandula mamadria ou quarto afetado.
Corroborando os resultados obtidos pelos mesmos autores quando do estudo da sensibilidade
in vitro da prépolis frente a diferentes amostras de Prototheca zopfii, obteve-se in vivo cura
clinica e microbioldgica em 84,8% dos tetos tratados. Por outro lado, apesar de resultados
satisfatorios obtidos nestas pesquisas, existem poucos estudos de eficdcia (in vitro e in vivo) e
de inocuidade reportados na literatura cientifica.

Evidencia-se que a propolis trata-se de composto permitido para utilizacdo no
tratamento da mastite em bovinos criados em sistema organico de produgdo. Considerando
estas caracteristicas, e vislumbrando a possibilidade de desenvolver um novo produto
intramamario que atendesse a demanda dos produtores de leite organico, a EMBRAPA Gado
de Leite (Juiz de Fora-MG), em parceria com outras instituicdes de ensino e pesquisa
brasileiros, apds diversos anos de estudos utilizando o conceito de nanotecnologia,
desenvolveram a propolis nanoestruturada, cuja eficicia in vitro apresentou-se
comparativamente superior a da prépolis integra natural frente a linhagens de Staphylococcus
aureus de referéncia. Durante o processo de producdo e estabilizacdo das nanoparticulas,
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foram utilizadas moléculas anfifilicas (simultaneamente polares e apolares) biocompativeis, e
condigdes especiais para se obter um produto livre de dlcool. Neste contexto, a nanopropolis
pode ser potencialmente menos irritativa ao tecido mamdério em comparacdo aos extratos
alcoodlicos rotineiramente utilizados em formulacdes intramamdrias para bovinos, que
geralmente determinam processos inflamatérios na glandula (14). Desta forma, infere-se que
o processo de nanoestruturacdo possibilitaria a otimizacao da eficicia terapéutica e inocuidade
da prépolis, quando administrada nos animais.

Principio da Nanotecnologia

De acordo com a Organizagdo Internacional de Padronizacdo (15), nanotecnologia é
definida no documento de consulta piblica ISO/DTS 80004-1 (2010) para defini¢do do marco
regulatério como sendo “a aplicacdo do conhecimento cientifico para manipular e controlar a
matéria em escala nanométrica e, com isso, fazer uso de propriedades e fendmenos que sdao
dependentes de tamanho e estrutura, e simultaneamente distintos daqueles associados com os
atomos ou as moléculas individuais ou com os materiais na forma de agregados” (16).

Por sua vez, o Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (17) assume que a
nanotecnologia ndo pode ter uma definicdo somente, dada a sua interdisciplinaridade nas
areas de quimica, fisica, biologia e engenharia (Figura 1). Devido ao grande nimero de
defini¢des, hd ainda muita divergéncia sobre o tema, mas parece ser senso comum a no¢ao de
que a nanotecnologia esteja associada ao aparecimento ou mudanca (aumento/diminui¢do) de
uma caracteristica da matéria associada a reducdo de escala de pelo menos uma de suas
dimensoes (16).

Na prética, as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de uma determinada
substancia sao determinadas pela somatéria dos fendmenos fisico-quimicos que atuam sobre a
matéria como, por exemplo, a for¢a gravitacional, a inércia, o atrito, 0 movimento Browniano,
as interacoes eletrostdticas, as repulsdes elétricas, entre outros (18). Ao avaliar essa substancia
na escala métrica, sabe-se que a mesma sofre acdo de todos os fendmenos supracitados,
embora alguns em maior intensidade que outros, como sdo os casos da gravidade, do atrito e
da inércia que acabam por se sobrepor aos demais. Entretanto, a medida que essa substancia
tem seu tamanho reduzido, a importancia dessas for¢as se modifica e, adicionalmente, sua
area superficial por unidade de massa € drasticamente aumentada. Por volta dos 100 nm, os
atomos que compdem a particula ficam mais instdveis em relacdo a sua forma métrica,
necessitando, portanto, de uma menor quantidade de energia para separa-los (19). Com isso, a
substancia além de poder apresentar novas caracteristicas fisicas e quimicas, também pode
demostrar maior reatividade e solubilidade, dependendo do meio onde se encontra.
Adicionalmente, quando no interior da nanoparticula, o principio ativo tem sua estabilidade
aumentada, uma vez que permanece protegido de agentes oxidantes, enzimas ou mesmo
interacdo quimica com outras moléculas (16). Este fenomeno torna-se relevante especialmente
no caso de produtos desenvolvidos para o tratamento de mastite bovina, uma vez que em
processos inflamatoérios da glandula mamadria existe uma série de alteracdes fisico-quimicas
que usualmente interferem na acdo dos principios ativos convencionais.
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Figura 2. Microscopia eletronica de nanoparticulas. Fonte: MARCATO, P.D. E DURAN, N., 2006.
Extraido de: DURAN, UMC/UNICAMP, “Nanotecnologia e Nanobiotecnologia” - Curso-QP-434
(1/08/2007). Disponivel em: http:/www.nanobiotec.igm.unicamp.br/download/CURSO-NANOBIO-PARTE-1-
2007-2.ppt
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Figura 3. Representacio esquemitica de nanoesferas e nanocdpsulas. Fonte: DURAN, N.
UMC/UNICAMP, “Nanotecnologia e Nanobiotecnologia” - Curso-QP-434 (1/08/2007). Disponivel
em: http://www.nanobiotec.igm.unicamp.br/download/ CURSO-NANOBIO-PARTE-1-2007-2.ppt

Como exemplo de tais beneficios, destaca-se o desenvolvimento de medicamentos
mais eficazes para o tratamento de neoplasias, determinando menor toxicidade e resisténcia
celular ao farmaco, comparativamente aos quimioterdpicos tradicionais. Em estudo realizado
e 2009, avaliou-se a doxorubicina e o paclitaxel, dois principios ativos que, quando utilizados
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em conjunto no tratamento de carcinomas ovarianos, sio muito eficientes no tratamento,
contudo apresentam elevada toxicidade. Os pesquisadores verificaram que estes ativos, ao
serem estruturados em nanoparticulas lipidicas e testados contra linhagens celulares de
carcinoma multirresistente, mostraram-se altamente efetivos no controle de crescimento e
simultaneamente menos toxicos nos ensaios de citotoxicidade (24).

Em outro estudo, utilizou-se nanoparticulas de indometacina, um antiinflamatério nao
esteroidal de uso rotineiro em medicina humana, com aplica¢des a cada oito horas. Ensaios in
vitro indicaram que quando incorporada em nanoparticulas de poli-n-vinilpirrolidona, a
liberacdo sustentada de indometacina pode permitir a administracio do medicamento a cada
doze horas. Esse resultados foi obtido em funcdo do efeito de liberacdo sustentada do
medicamento promivido pelo nanocarreador (25).

O emprego da nanotecnologia em ativos antimicrobianos também tem apresentado
resultados satisfatérios. A penicilina € o principal e mais antigo antimicrobiano representante
do grupo dos B-lactamicos, que por décadas vem sendo utilizado no tratamento de infecgdes
bacterianas. Todavia, seu uso indiscriminado culminou na selecdao de estirpes de S. aureus
resistentes (denominados metacilina resistentes-MRSA). Um estudo possibilitou a ligacdao
covalente de penicilina a uma cadeia de poliacrilato, com estruturacdo de nanoparticulas de
aproximadamente 100nm. Os pesquisadores compararam a atividade in vitro da molécula
nanoestruturada com uma formulagdo convencional. Nas estirpes MRSA, a formulagao
nanoestruturada se mostrou mais eficaz, o que foi atribuido a uma provavel protecao do
principio ativo contra acdo das B-lactamases bacterianas e/ou prote¢do contra as proteinas
ligadoras de penicilina (26).

Nanotecnologia em Medicina Veterinaria

Nas dreas de producdo e sanidade animal existem poucos relatos da utilizagdo de
nanoestruturas. Maior eficdcia in vitro de estreptomicina e doxiciclina foi obtida em pesquisa,
quando estes ativos foram nanoestruturados e utilizados frente a linhagens de Brucella
melitensis (27). Este patégeno usualmente permanece no interior de macréfagos dos animais,
tornando o controle farmacolégico limitado e laborioso. Neste estudo, os antimicrobianos
foram encapsulados em nanocomplexos de PEO-b-PAA (polimero anfifilico), proporcionando
o direcionamento das nanoparticulas para o interior de macréfagos murinos in vitro. Ao ser
testada em modelos in vivo (murinos infectados), a formulagdo nanoestruturada determinou
reducdo de 79% das unidades formadoras de col6nias (UFCs) em relagdo ao grupo controle,
valor este superior a formulagcao convencional (P<0,05).

Nanotecnologia para o controle da mastite bovina

O uso de iodo povidine estruturado em nanoesferas de PLGA (polimero de acido
latico-coglicdlico) foi proposto para tratamento intramamdrio de mastite (28). O iodo
povidine trata-se de potente e inespecifico anti-séptico, freqiientemente utilizado para a
desinfeccdo de superficies e de pele. Os estudos se restringiram a padrdes de liberagdao do
principio ativo in vitro sem que ocorresse a sua compatibilizacdo com algum modelo
biologico. Mais recentemente, na tentativa de contornar as limitacOes dos tratamentos
convencionais de mastite estafilocdcica, pesquisadores da EMBRAPA de Gado de Leite (Juiz
de Fora-MG) e da UFOP (Universidade Federal de Ouro Preto) desenvolveram uma
formulacdo de uso intramamario (que se encontra em teste de fase clinica II) (29), na qual as
nanoparticulas sdo capazes de direcionar o antimicrobiano para a superficie do epitélio
glandular e para o interior de polimorfonucleares, aumentando, desta maneira, a concentracao
do principio ativo em compartimentos intracelulares.
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Com vistas a atender a demanda do setor de producdo organica de leite, foi
desenvolvida pela EMBRAPA Gado de Leite (Juiz de Fora), em conjunto com parceiros, a
nanoprépolis, que constitui uma perspectiva promissora para o controle da mastite nos
rebanhos. Estudos pilotos demonstraram que a prépolis nanoestruturada apresenta excelente
biodisponibilidade e acdo antimicrobiana, associada a adequada inocuidade e auséncia de
residuos no leite, por se tratar de um composto de base natural. A figura 3 ilustra por
intermédio de um microscépio de for¢a atdmica as caracteristicas esféricas da nanoprépolis
que estd sendo avaliado em estudos in vivo, em conjunto com a FMVZ UNESP Botucatu-SP,
e em breve os resultados serdao divulgados.

Vantagens e potencialidades do uso de nanoparticulas em Medicina Veterinaria

A nanotecnologia permite ndo s6 o desenvolvimento de novos produtos, mas também a
possibilidade de retrabalhar substincias para a obtencao de melhores resultados (20).

Destacam-se como consequéncias praticas da nanoestruturacdo de uma determinada
substancia farmacéutica (16):

1) uso mais racional de medicamentos, uma vez que tanto o nimero de doses quanto a
concentracdo podem ser reduzidos durante o tratamento;

2) “rejuvenescimento” de bases farmacéuticas ja desgastadas pelo uso continuo;

3) uso de novas vias de aplicacdo de medicamentos e vacinas;

4) menor geracao de residuos em produtos de origem animal.

5) menor estresse de aplicacdo medicamentosa;

6) reducdo de toxicidade e efeitos adversos de tradicionais bases farmacéuticas;

8) uso de novas moléculas e novos compdsitos na terapéutica animal;

7) dentre outras perspectivas.
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Figura 3. Fotomicroscopia de forca atomica da nanoprépolis, que auxilia na sua biodisponibilidade e
acdo antimicrobiana. Fonte: GERN e BERNARDES-FILHO, 2012.

Troncarelli MZ, et al. Mastite bovina sob nanocontrole: A prépolis nanoestruturada como nova perspectiva de
tratamento para rebanhos leiteiros organicos. Vet. e Zootec. 2013; 20 (Edi¢do Comemorativa): 124-136.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 134

CONSIDERACOES FINAIS

O crescente aumento da demanda mundial por alimentos implica no desenvolvimento e
adoc¢do de novas tecnologias no setor produtivo agropecudrio. Considerando que o conceito
moderno de pecudria sustentdvel leva em consideracdo o aumento da produtividade sem,
contudo, descuidar dos aspectos ambientais, de seguranca de alimento, de bem estar animal,
sociais, culturais, trabalhistas, politicos e econdmicos, cria-se uma janela de oportunidades
para o desenvolvimento de produtos e processos inovadores que os contemple.

Com base nesta visdo, para que a nanoprépolis se transforme em um produto inovador
que atenda a uma clara demanda de mercado (i.e. produtos intramamarios para o segmento
organico), estudos in vivo estdo sendo realizados por duas renomadas institui¢des de ensino e
pesquisa nacionais, em parceria cientifica firmada e com apoio da FAPESP, para avaliar a
inocuidade e a eficicia de uma formulacdo de prépolis nanoestruturada no tratamento
intramamario de casos de mastite bovina em rebanhos leiteiros organicos. Caso se comprove a
eficdcia e inocuidade da formulacdo patenteada, que foi premiada como terceiro melhor
produto na competicdo mundial de produtos “Idea to Product” em Estocolmo, em novembro
de 2012, a mesma poderd ser direcionada para producdo em escala industrial/comercial,
atendendo especialmente a demanda de sistemas organicos de produgdo leiteira.
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fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, deverd conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

« Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave que identifiquem
o contetdo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducao: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a literatura pertinente,
bem como aos objetivos da pesquisa. A introducio estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacgdes 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 interpretagdes e
comparagdes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha a parte, no maximo de cinco, ordenadas
em algarismos ardbicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacdo tabular da
ABNT/WBR 6023/2000 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como
Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de grificos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos ardbicos, até no médximo 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.

Discussao: Deve ser entendida como a interpretagdo dos resultados, confrontando com a literatura
pertinente, apresentada na introdugdo. Se julgar conveniente, os resultados e a discussdo 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./).

Deverao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢do de textos, Excel
(qualquer versdo) para graficos, 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 péagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos ardbicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numerac¢io nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no enderego eletronico da revista. Para as demais secOes da
revista sdo vdlidas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas apds escritas por extenso na primeira utilizagdo.

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 drea 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, introducio, desenvolvimento do assunto, conclusio 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 péginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS

Sdo relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por exemplo,
resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas com, no méaximo, cinco paginas,
uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas
no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas com nimeros
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

Citacoes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisioldgica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobiliza¢ao

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. Intoxicagdo 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 Sdo
Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacao como autor

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: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de satide para o controle da
artrite-encefalite caprina. S@o 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. 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. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Artigos apresentados em congressos, reuniées, seminarios 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 Produg¢do 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 transposi¢do do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Publicacgoes 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 “Veterindria e Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubido Junior — SP — Brasil

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

Must be prepared according to the following items:
1. Title page:

« Title of the manuscript in Portuguese, English and Spanish, using Times New Roman font 12,
simple spacing, bold and centered, with the words in upper case. When necessary, indicate the
financial support as first footnote;

« Full authors names, where only the first letter of each name must be in upper case at the right
side of the page. The authors” names must be typed separated by line, with numbered superscript
footnotes, which will indicate the position and author’s professional address, followed by the name of
the institution where the work was done or to where it is linked;

» Name, address, telephone number, fax and e-mail address for correspondence;

» In case of involvement of human or experimental animals include the Ethics Committee
approval or equivalent, and type before the bibliographic references with date of approval.

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective
language and should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods,
results and 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.

e 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 Associacdo 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.
Tlustrations 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 solucdo fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do umero sem imobilizagao
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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.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o 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 satide para o controle da
artrite-encefalite caprina. S@o 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. 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. 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 Produg¢do Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Dissetation

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Eletronic material on Internet

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 revisién de
bibliografia, estudios de caso y comunicaciones cortas, relacionadas con las dreas de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia, con periodicidad semestral, en las lenguas Portugués, Espaifiol 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 evaluacién por pares, se
envia para dos Revisores, de acuerdo con el drea. Los conceptos ademds de la imparcialidad, serdn
mantenidos bajo estricta reserva, sin que exista la posibilidad de identificacién entre autores y
evaluadores. Los articulos no publicados serdn devueltos.

Los trabajos deben ser enviados pela pagina WEB de la revista
http://www.fmvz.unesp.br/rvz

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubiao Junior — SP — Brasil

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

ARTICULOS CIENTIFICOS
Deben ser estructurados de acuerdo con los siguientes puntos:
1. Pégina principal, con:

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espaiiol, tipo de letra Times New Roman, niimero
12, con espacio entre lineas sencillo, en negrilla y centrado, en letra maytscula. Cuando sea
necesario, indicar la entidad que financia la investigacién, 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 direccién profesional de los
autores, seguidos de la institucién donde el trabajo fue realizado o en las cuales estdn vinculados;

« Nombre, direccidn, teléfono, fax y correo electrénico para correspondencia.

» En el caso de involucrar seres humanos o animales de experimentacion, enviar el concepto de
la Comisién 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. Pégina con resumen en Portugués, Inglés y Espaiiol.

« 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. El texto debe
estar ajustado (justificado) y digitado en un solo péarrafo y con espacio entre lineas sencillo iniciando
por el “RESUMO”. El “Abstract”’, y el Resumen, deben ser fiel traduccién del “Resumo”.
Independiente da la lengua que el articulo fue presentado deberd contener el resumen en portugués,
inglés y espaiiol.

» Deben contener como maximo, cinco “palavras-chave” “keywords”, y palabras clave que
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identifiquen el contenido del texto.
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 investigacién. La introduccidn 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, o métodos utilizados, inclusive los
estadisticos.

Resultados: Presentacion de los resultados obtenidos, que deben ser descritos, sin interpretaciones y
comparaciones. Podrd ser bajo la forma de tablas, en hojas separadas, con miximo de cinco,
ordenadas en algarismos ardbicos, y encabezadas por el titulo, de acuerdo con las normas de
presentacion tabular de las normas ABNT/WBR 6023/2000 de la Asociacién Brasilefia de Normas
Técnicas, ABNT, identificadas en el texto como Tabla; bajo la forma de figuras en los casos de
gréficos, fotografias, dibujos, mapas, etc., ordenadas en algarimos ardbicos hasta un maximo de seis, y
citadas en el texto como Figura. Fotografias pueden ser en blanco y negro o a colores; identificadas
con el nombre del autor o autores al lado opuesto. En el caso de dibujos originales, la impresion debe
ser en papel adecuado, de calidad.

Discusion: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introduccién. De ser conveniente los resultados y discusién 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 organizacién 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 graficos, 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
numeros ardbicos, a partir de la hoja de identificacién. Deverdn presentar también la numeracioén en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada péagina nueva. Ilustraciones 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 demds secciones de la revista son vdlidas 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 utilizacién.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revisién bibliografica serdn publicados en los idiomas portugués, inglés y
espanol, cuando el autor presente contribucion cientifica, importante en el drea especifica del asunto
abordado, y por invitacién de los editores.

Deberan contener: Titulo (portugués, inglés y espaiiol), 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 bibliograficas).

ESTUDIOS DE CASO

No deben ser subdivididos, como para los articulos. Deben presentar el titulo en portugués, en
inglés y espafiol, resumo con palavras-chave, abstract con key words e resumen con palabras-claves y
referencias. Deben contener como maximo cinco péginas, tres tablas o figuras y 15 referencias
bibliogréficas.
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COMUNICACIONES CORTAS

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
preliminares de una investigacién. Deben ser presentados como médximo en cinco paginas, una tabla y
10 referencias bibliograficas. La estructuracién debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segtn el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificardn mediante nimeros ardbigos
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 solugdo fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa(1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do umero sem imobilizagao

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 periédico

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.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o 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.
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