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EDITORIAL
IMPACTO OU FATOR DE IMPACTO DAS REVISTAS CIENTIFICAS?

O fator de impacto de uma revista é obtido a partir do Journal Citation Reports
(JCR). E uma publicacdo anual do Instituto de Informacdo Cientifica, uma divisdo da
Thomson Reuters. Ela fornece informag6es sobre revistas académicas e foi publicada
originalmente como parte do Science Citation Index, e € elaborada a partir das citagdes
feitas pelos autores em um determinado ano. O tema tem sido discutido amplamente,
pois agéncias de fomento e a CAPES utilizam essa métrica para avaliacdo da producgéo
cientifica, fato de ocorréncia mundial. O primeiro passo para que uma revista tenha um
“fator de impacto JCR” ¢ estar incluida no Web of Science.

A medida do impacto de uma revista cientifica se deve a Eugene Garfield que, em
1955, estabeleceu como um critério de classificagdo no Sicence Citation Index (SCI),
que expandiu-se como indicador do mérito cientifico, tanto das revistas como de seus
autores. Apesar desses conceitos, tem se especulado que a comunidade cientifica ndo
deve confiar exclusivamente no fator de impacto das revistas, mas também no impacto
do artigo para os seus leitores, que foi sempre o foco da Academia Nacioonal de
Ciéncias dos Estados Unidos. O importante € buscar a exceléncia da producéo
cientifica e publicar de acordo com o0s interesses dos seus autores, visando a
abrangéncia do publico que se quer atingir.

O presente nimero da Revista Veterinaria e Zootecnia traz artigos interessantes
ineéditos, contribuindo com o desenvolvimento cientifico em diferentes &areas do
conhecimento. Como artigos de revisao: Queimaduras térmicas em cdes e gatos; Fatores
envolvidos nos mecanismos de abertura cervical em cadelas com piometra; Perspectivas
do uso de marcadores moleculares no melhoramento genético de equinos de corrida da
raca quarto de milha. Os relatos de caso: Infestacdo por Ornithonyssus spp. em um
criatorio de periquitos australianos; Slaframine intoxication in horse in santa catarina
state; Mastite necrosante em cadela: relato de caso; Demodicose generalizada adulta e
juvenil: relato de dois casos . Comunicagdes curtas: Prevaléncia soroldgica de
Leptospira spp. em bovinos leiteiros na microrregido de Francisco Beltrao;
Levantamento sorologico de Neospora caninum em vacas da raca holandesa da
microrregido de Francisco Beltrdo. Os artigos originais: Avaliacdo radiografica,
eletrocardiografica e da pressdo arterial sistémica em gatos no periodo pediatrico;
Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em felinos de Recife, PE, Brasil; Perfil
bioguimico, hormonal e mineral de vacas no momento do parto normal e com distocia;
Pesquisa de anticorpos e DNA de Leptospira spp. em soro canino; Monitoramento da
aquisicdo de imunidade passiva em cordeiros com ingestdo voluntaria de colostro pela
determinacdo da proteina total sérica; Contagem de células somaticas e viabilidade
celular em cabras com mastite subclinica por Staphylococcus spp.; Avaliacdo de
tratamento homeopatico na mastite ovina subclinica; Estudo soroepidemioldgico da
infeccdo por Leptospira spp. em gatos; Gonadotropin releasing hormone (GnRH) and
equine chorionic gonadotropin (ECG) improve the pregnancy rate on protocols for
timed-artificial insemination in beef cattle

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. IMPACTO OU FATOR DE IMPACTO DAS REVISTAS CIENTIFICAS? Vet. e Zootec.
2015 set.; 22(3):321.
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QUEIMADURAS TERMICAS EM CAES E GATOS

Vinicius Gonzalez Peres Albernaz*
Ariele Aparecida Ferreira®
Jorge Luiz Costa Castro®

RESUMO

Queimaduras ocorrem quando tecido vivo entra em contato por um longo periodo com
um objeto ou substancia aquecida. S&o descritas diversas zonas de acometimento,
variando conforme o potencial de reversdo da leséo, sendo elas a zona de coagulagéo,
estase e hiperemia. Em relacdo a profundidade da lesdo, estas podem ser graduadas
conforme a espessura em superficial, parcial superficial, parcial profunda e total. A
extensao de pele acometida pode ser calculada com base na “regra dos nove”, que
determina que cada parte do corpo corresponde a um multiplo de 9% do total da
superficie corpdrea. Apesar de raro nos pacientes veterinarios, queimaduras graves
podem levar ao choque por diminui¢do do fluxo sanguineo periférico. Deve-se realizar
como terapia topica inicial a tricotomia ampla seguida da aplicacdo de solucdo salina
gelada, lavagem com solucdo isot6nica estéril, debridamento, aplicacdo de pomada
antimicrobiana como sulfadiazina de prata e a cobertura com bandagens umidas ndo
aderentes. O debridamento de tecido desvitalizado deve ser realizado o mais
precocemente possivel e preferencialmente de forma agressiva. Na impossibilidade de
realizacdo da intervencao cirurgica, pode-se realizar o debridamento conservativo com
agentes enzimaticos, imersdo em agua e a aplicacdo de bandagens umida-tmida. Apos a
formacdo do leito vascular livre de tecido necrético e infectado, as queimaduras
extensas podem ser fechadas por meio de retalhos, enxertos cutaneos, técnicas de
avanco de pele ou ainda tratadas como ferida aberta até que o tratamento cirargico seja
possivel. Como complicacbes, podem ocorrer infeccdo, cicatrizacdo excessiva e
contratura da ferida, especialmente quando ndo ha tratamento precoce. O resultado
cosmético final normalmente é satisfatorio quando ha intervencdo cirurgica e
recobrimento piloso completo. Apesar de raras em medicina veterinaria, queimaduras
severas sdo desafiadoras e diferentemente das feridas cutaneas traumaticas apresentam
caracteristicas e terapéuticas diferenciadas. A abundante literatura presente até a
atualidade é predominantemente humana, sendo necessarios mais estudos veterinarios
nesta area.

Palavras-chave: lesdo térmica, sulfadiazina de prata, debridamento, canino, felino.
THERMAL BURNS IN DOGS AND CATS
ABSTRACT
Burns occur when living tissues are in contact for a long period with a heated object or
substance. Various zones of involvement are described, ranging as the reversal potential

of the lesion, they are the zone of coagulation, stasis and hyperemia. Regarding the
depth of the lesion, they can be graded according to the thikness, as superficial,

! Médico Veterinario Residente Clinica Cirdrgica da Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Contato principal
para correspondéncia.

2 Médica Veterinaria, Pontificia Universidade Catélica do Parana.

% Docente de Técnica Cirdrgica, Pontificia Universidade Catolica do Parana.

Albernaz VGP, Ferreira AA, Castro JLC. Queimaduras térmicas em cées e gatos. Vet. e Zootec. 2015
set.; 22(3): 322-334.
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superficial partial-thickness, deep partial-thickness and full-thickness. The extent of
affected skin can be calculated based on the “Rule of Nines”, which states that each part
of the body corresponds to a multiple of 9% of the total body surface. Although rare in
veterinary patients, severe burns can lead to shock by decreasing of peripheral blood
flow. Wide hair removal, followed by application of cold saline solution, lavage with
sterile isotonic solution, debridement, application of antimicrobial ointment as silver
sulfadiazine and cover with moist nonadherent dress must be performed as the initial
topical therapy. The debridement of devitalized tissue should be performed as early as
possible and preferably aggressively. The impossibility to performing the surgery,
conservative debridement can be done with enzymatic agents, immersion in water and
the application of wet-wet dress. After formation of a vascular bed free of necrotic and
infected tissue, extensive burns can be closed by flaps, skin grafting techniques, skin
advance techniques or treated as an open wound until surgical treatment can be possible.
Complications as infection, excessive scarring and wound contracture can occur,
especially when there is not early treatment. The final cosmetic result is usually
satisfactory when there is surgical intervention and complete hair covering. Although
rare in veterinary medicine, severe burns are challenging and unlike traumatic wounds,
presents different features and therapeutic. The abundant literature nowadays is mostly
human and more veterinary studies are necessary in this area.

Keywords: burn injury, silver sulfadiazine, debridement, canine, feline.
QUEMADURAS TERMICAS EN PERROS Y GATOS
RESUMEN

Las quemaduras se producen cuando el tejido vivo esta en contacto durante un largo
periodo con un objeto o sustancia caliente. Se describen varias areas de participacion,
que varian de acuerdo con el potencial de reversion de la lesion, como la zona de
coagulacion, estasis e hiperemia. Con respecto a la profundidad de la lesidn, pueden ser
clasificadas de acuerdo a el espesor, en superficial, superficial parcial, parcial profunda
y completa. La extension de piel afectada se calcula en base a la "regla de los nueves”,
que establece que cada parte del cuerpo corresponde a un multiplo de 9% de la
superficie corporal total. Aunque es poco frecuente en los pacientes veterinarios,
quemaduras graves pueden llevar a un shock al disminuir el flujo de sangre periférica.
Se debe realizar como terapia topica inicial la tricotomia amplia seguida de la aplicacion
de solucidn salina fria, lavar con solucion isotonica estéril, debridamiento, aplicacion de
ungliento antimicrobiano como sulfadiazina de plata y cubrir con vendas himedas no
adherentes. El debridamiento del tejido desvitalizado debe realizarse lo antes posible vy,
preferentemente, de forma agresiva. En la imposibilidad de realizacién de cirugia se
puede utilizar los agentes conservadores enzimaticos de debridamiento, la inmersion en
el agua y la aplicacion de vendajes humedos-hiimedas. Después de la formacion del
lecho vascular sin tejido necrético o infectado, quemaduras extensas se pueden cerrar
mediante colgajos, injertos de piel, la técnica de avance de piel, o tratadas como herida
abierta hasta que sea posible el tratamiento quirtrgico. Pueden ocurrir complicaciones
como infeccidn, cicatrizacion excesiva y la contractura de la herida, sobre todo cuando
no hay un tratamiento temprano. El resultado estético final es generalmente satisfactorio
cuando hay intervencion quirdrgica y la cubierta completa de la piel. Aunque sean poco
frecuentes en la medicina veterinaria, quemaduras graves son desafiantes y tienen
caracteristicas y terapéutica distintas de las heridas traumaticas. La abundante literatura
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hasta hoy es sobre todo humana, por lo tanto se necesitan estudios veterinarios en esta
area.

Palabras clave: lesion térmica, sulfadiazina de plata, desbridamiento, canina, felina.
INTRODUCAO

Queimaduras térmicas ocorrem quando energia na forma de calor é aplicada em
ritmo maior que a capacidade dos tecidos de absorvé-la e dissipéa-la (1). A condutancia
do tecido afetado determina a taxa de dissipacdo e absorcdo do calor por diversos
fatores como, circulacdo periférica, conteido de agua, espessura e pigmentacao da pele
e a presenca de substancias isolantes externas como pelos e a oleosidade (2,3). Em
queimaduras térmicas, a ferida local ocorre devido & necrose celular provocada pelo
calor (4).

Para que ocorram lesdes térmicas de contato, o objeto tocado deve estar
extremamente quente ou o contato deve ser anormalmente longo. Queimaduras de
contato tendem a ser profundas ou de espessura completa da pele (5). Em humanos,
temperaturas acima de 45°C causam necrose de coagulacdo e dano irreversivel a pele
(1). As causas de queimaduras térmicas incluem incéndios, lesdes de escaldadura,
contato direto ou iatrogénicas como animais anestesiados ou debilitados sobre colchdes
térmicos por periodos prologados (4).

REVISAO DE LITERATURA
Zonas de Queimadura

Em uma gqueimadura, sdo descritas trés zonas de lesdo. A zona de coagulacéo é o
ponto inicial da lesdo e onde ha dano maximo, consistindo de tecido que sofreu injaria
celular irreversivel devido a coagulacdo de suas proteinas constituintes (1,6,7). A zona
de estase (ou de transicdo) se caracteriza pela diminuicdo da perfusdo sanguinea
tecidual devido a liberacdo de substancias vasoativas causando vasoconstricdo e,
consequentemente, hipoperfusdo e isquemia (1,7). O tecido nesta regido tem potencial
de regeneracdo, porém, deve-se procurar aumentar a perfusdo a fim de prevenir
qualquer dano que a torne irreversivel, como parte da zona de coagulacdo (1,6).
Qualquer dano adicional (i.e. hipotensdo, infeccdo e edema) pode levar esta zona a
perda completa do tecido (1). A Gltima e mais externa é a zona de hiperemia onde ha
aumento da perfusdo tecidual devido a vasodilatacdo mediada pela inflamacéo local e
tecido saudavel vidvel que ira se recuperar, a0 menos que haja sepse ou hipoperfusédo
severa (6,7,8).

Graus de Queimadura

Cinco fatores determinam a severidade de uma queimadura, sdo eles: a
profundidade, tamanho, area envolvida, idade e estado geral do paciente (9). As
gueimaduras podem ser classificadas em relacdo ao mecanismo/etiologia causadora da
lesdo, profundidade e grau de envolvimento da superficie corpdrea (4). A classificacdo
moderna das queimaduras se refere a profundidade da pele acometida, podendo ser
superficiais (primeiro grau), parciais superficiais (segundo grau), parciais profundas
(terceiro grau), onde ha o envolvimento da epiderme, derme e tecidos hipodérmicos ou
de espessura total (quarto grau), quando a lesdo se aprofunda até tecidos subjacentes
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(1,9,10). Atualmente, a denominagdo em espessura parcial ou espessura total de pele
acometida ¢ a classificagdo mais frequente (3,11) e mais apropriada para animais (4).

As lesdes superficiais sdo dolorosas, espessadas, eritematosas e descamativas (1).
A cura por epitelizacdo é rapida e ocorre dentro de 3 a 5 dias, sem formacdo de
cicatrizes (12) (Figura 1A). Queimaduras de espessura parcial causam maior destruicao
da derme, h4 edema de subcuténeo e inflamacéo e ndo ha facil repilamento (1) (Figura
1B). Ocorrem danos progressivos nas primeiras 24 horas, resultado da liberagdo de
enzimas proteoliticas, prostaglandinas e substancias vasoativas (1). A cura ocorre por
reepitelizagdo, em cerca de uma semana a varios meses dependendo da gravidade,
geralmente ndo requerem enxertos e apresentam pouca ou nenhuma cicatriz (1,13,14).
Se a terapia foi inefetiva, a lesdo pode se tornar de terceiro grau, principalmente na
presenca de infecg@o bacteriana (9). Feridas de espessura completa formam uma escara
semelhante a couro, de coloragdo marrom escura e insensivel (1) (Figura 1C). Devido a
destruicdo de todas as camadas cuténeas inclusive nervos, as lesdes de parciais
profundas geralmente sdo pouco dolorosas (1,10). O tratamento requer reconstrucéo
cirlrgica, caso contrério, a cura ocorre por contracdo e reepitelizacdo, gerando
deformidades (1,6,12,13). As queimaduras de espessura total possuem as mesmas
caracteristicas que as de terceiro grau com adicdo dos danos se estendendo a tecidos
mais profundos, como musculos e 0ssos (1) (Figura 1D) (Tabela 1).

Figura 1. Classificagdo das queimaduras. A. Canino, poodle, adulto, com queimadura superficial
iatrogénica por bolsa térmica em flanco de abdome e térax. B. Felino, sem raca definida, adulto,
com queimadura parcial superficial iatrogénica por bolsa térmica em regido de flanco abdominal
e face externa de membro pélvico esquerdo. C. Canino, rottweiller, adulto com queimadura
parcial profunda iatrogénica por colchdo térmico em regido de dorso de torax. D. Canino, pastor
alemdo, adulto com queimadura profunda iatrogénica por unidade de eletrocoagulacéo e colchdo
térmico envolvendo dorso e flanco bilateral de abdome com exposic¢éo de processo espinhoso.
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A extensdo da lesdo é calculada com base na porcentagem de superficie corporea
acometida (9), o que tem um grande impacto na sobrevivéncia (14). A estimativa do
tamanho da queimadura é subjetiva em animais devido a grande quantidade de pele
elastica. A “regra dos nove”, comumente usada em medicina, pode Ser empregada para
uma estimativa base. Ela determina que cada membro anterior corresponde a 9%, cada
membro posterior 18%, cabeca e pescoco 9%, metade dorsal do tronco 18% e porcao
ventral do tronco 18% (4,9,10).

Tabela 1. Classificagdo das queimaduras. Modificado de: Vaughn e Beckel , 2012 (10).

Classificacdo das Camadas Caracteristicas da Cicatrizacao
gueimaduras Dérmicas ferida
envolvidas
Superficial Somente Epiderme Descamagéo, 3-5 dias por re-
eritema, aparéncia epitelizacao
seca e escamosa Minima formagéo
de cicatriz
Parcial Superficial Epiderme Eritema, Gmida, 1-2 semanas por re-
Mais de 1/3 da esbranquicada. epitelizacao
derme Bolhas dolorosas Minima formacéo
podem estar de cicatriz

presentes; edema
pode estar presente;
formacdo de escara

Parcial Profunda Epiderme Aparéncia 2-3 semanas
Toda a derme avermelhada e Recomendada
esbranquicada; intervencao

pouca sensacao cirdrgica para evitar
dolorosa; bolhas  formacdo de cicatriz
ausentes; formacéao

de escara
Total Epiderme, dermee  Formacéo de escara  Requer intervencao
tecidos subcutaneos  branca avascular; cirurgica
pelo facilmente
arrancado;

Tratamento Sistémico e Topico

Ao contrario do que ocorre na medicina, a maioria das queimaduras ndo sao
ameacas imediatas a vida e comumente sdo iatrogénicas na tentativa de aguecer ou no
uso de unidades de eletrocauterizacdo (9). Queimaduras severas causam desarranjo da
funcdo cardiovascular em um processo semelhante ao choque (7). As alteracdes
fisiologicas que ocorrem ap0Os queimaduras severas podem ser divididas em duas fases
distintas, a fase de ressuscitacdo e a fase hiperdinamica e hipermetabodlica (15,16). O
choquedo paciente queimado se caracteriza pela deplecdo de volume intravascular,
reducdo do debito cardiaco e aumento da resisténcia vascular sistémica, levando a
diminuicdo do fluxo sanguineo periférico (7, 16, 17,18).

Apos a estabilizacdo inicial do estado geral do paciente, o objetivo deve ser o
fechamento precoce da ferida. Para isso, determinar a area total acometida e a
profundidade é um processo necessario e complexo (4,9,10). Feridas com acometimento
total da espessura cutanea podem ser distinguidas das demais pela espessura, aparéncia
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de couro com escaras escuras e separacdao entre o tecido viavel e ndo viavel que se
forma apds 7-10 dias (9). As queimaduras de espessura total costumam ser indolores e
os pelos s&o removidos facilmente, o contrario ocorre com as de espessura parcial (4).
Queimaduras superficiais podem se demonstrar avermelhadas, inflamadas e com uma
fina crosta. Queimaduras parciais podem ser dificeis de distinguir das totais nos
primeiros dias da lesdo (9).

A fim de evitar contaminacdo da ferida queimada, devem-se prevenir o acumulo
de exsudato purulento, contaminagdo secundaria, traumas adicionais, remover qualquer
tecido ndo viavel e promover um ambiente propicio a cicatrizacdo o mais precocemente
possivel (9). Deve-se realizar a tricotomia dos pelos circundantes e aplicar solucéo
salina gelada (3-17°C) na forma de imersdo ou compressdo na lesdo dentro de duas
horas apds a injdria e durante 20 minutos, a fim de diminuir a retencdo térmica e reduzir
0 aprofundamento da lesdo (9-19). Resfriar a ferida dentro de 30 minutos da lesdo
térmica previne os danos continuos ao tecido, reduz a formacdo de edema, aumenta o
ritmo de reepitelizacdo e melhora a aparéncia cosmética (19-21). Aplicar 4gua corrente
se mostra melhor do que o uso de compressas molhadas, resultando em menor
profundidade da lesdo e melhorando a cicatrizacdo (20). Analgesia, sedacdo e anestesia
podem ser necessarias para alguns procedimentos (9).

A fluidoterapia € o tratamento Unico mais importante em pacientes com
queimaduras graves, visto que o objetivo principal é manter a perfusdo organica e evitar
a isquemia tecidual, que tem potencial de agravar a lesdo (22). A recomendacdo atual da
administracao de cristaloide isotonico € de 4 ml/kg por porcentagem de area acometida
nas primeiras 24 horas, com metade do volume nas primeiras 8 horas (15,18,23,24,).
Recomenda-se a reducgéo de 25-50% do volume para gatos (15).

A lavagem com solucédo isotonica estéril na forma de chuveiro e a aplicacdo de
pomada antimicrobiana de amplo-espectro € uma terapia inicial topica satisfatdria para
lesGes superficiais, parciais e nas lesdes em que a abrangéncia ndo pode ser determinada
(9,25). Pode-se aplicar a medicacdo topica com luvas estéreis sempre apos limpeza e
descontaminacdo inicial com solucdo isotdnica estéril e debridamento, realizando ou
ndo cobertura com bandagens (9,26,27). O uso de farmacos por via sistémica esta
desaconselhado devido a baixa concentracdo nos tecidos lesados causada pela
microtrombose de vasos e pelo edema (26). O agente topico usado ndo deve causar dor,
irritacdo, toxicidade e deve ter minima absorcdo sistémica (9). Dos principios ativos
disponiveis, a sulfadiazina de prata é a que mais se encaixa nos critérios estabelecidos,
sendo considerado o padrdo ouro no tratamento de queimaduras devido ao amplo
espectro de acdo, boa penetracdo na escara e poucos efeitos colaterais (14, 16, 26, 27,
28). Recomenda-se a aplicacdo de sulfadiazina de prata para todas as queimaduras como
terapia topica inicial e caso a infeccdo seja resistente deve-se trocar o principio ativo
para acetato de mafenide ou mel terapéutico (22).

A escara de queimadura que se forma ao redor do tronco ou extremidade,
resultado dos elementos cutaneos coagulados pelo calor, age como um torniquete que
impede o fluxo sanguineo e linfatico (1,9). Na regido torécica, a respiracdo pode estar
comprometida (9). Embora um procedimento raro em veterinaria, a escarotomia, que
compreende a realizacdo de incisdes de relaxamento na escara, estd indicada a fim de
facilitar o debridamento enzimatico (9). A deterioracdo dos parametros fisicos como
tempo de preenchimento capilar, percepcdo a dor e fluxo sanguineo avaliado pelo
fluxémetro doppler indicam a escarotomia (4). A incisdo deve ser feita em profundidade
suficiente para permitir a separacéo dos tecidos (4).

O debridamento, ou remocéo de tecido desvitalizado, é fator chave no manejo de
areas gqueimadas parcial ou totalmente, sendo indicado nas fases precoces e de modo
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agressivo a fim de atenuar a resposta hipermetabdlica e diminuir a taxa de infeccdo
(9,12,15,29-32). A remogdo de tecido morto é essencial no controle da infecgdo
bacteriana, sepse e na promocao de um leito vascular viavel para o fechamento cirdrgico
(6,9,33). O debridamento é utilizado como tratamento principal em feridas pequenas e
superficiais, mas é empregado nas amplas e profundas até que o paciente esteja
preparado para o reparo definitivo da ferida (4,34) (Figura 2).

O debridamento conservativo consiste no uso de agentes enzimaticos, imersao em
agua ou solucdo isotonica, e a aplicagdo de bandagens Umidas (9). Sdo recomendados
para feridas pequenas e pouco extensas ou quando o paciente ndo pode ser submetido a
intervencdo cirdrgica (9). Todos os métodos sdo utilizados para facilitar a separacdo do
tecido necrotico dos adjacentes e viaveis (9). A imersdo em agua € o método mais dificil
e demorado em cées grandes, sendo a bandagem Umida-Umida uma alternativa (9). O
uso de bandagem Umida-umida € melhor em extremidades ou areas locais do tronco (9).
A aplicagdo periddica de salina estéril ou ringer lactato utilizando uma seringa é
necessario para compensar a evaporacao da umidade da superficie da bandagem (9). A
bandagem € deixada na ferida por vérias horas (9). A ferida pode ser debridada durante
a troca de curativos se necessario (4,9). O debridamento conservativo é usado quando o
debridamento cirdrgico agressivo € dificil ou desaconselhavel, como na presenca de
tecido necrdtico aderido a tendBes, ligamentos ou estruturas profundas pouco
delimitadas (9) (Figura 3).

Figura 2. Debridamento cirdrgico de queimadura iatrogénica em felino. A. Queimadura antes do
debridamento, com presenca de escara necrosada totalmente separada do tecido saudavel
adjacente, com inicio de proliferacdo de tecido de granulacdo. B. Debridamento cirdrgico para
retirada da escara e do tecido infectado subjacente. C. Ap6s o debridamente cirurgico, nota-se a
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presenca de tecido infeccionado e secre¢do purulenta subjacente & escara. D. Apos a retirada do
tecido infeccionado, nota-se a presenca de tecido de granulagdo saudavel.

O debridamento agressivo, também chamado de excisdo da ferida, é a remogéo da
queimadura por inteira (9). E o método mais indicado em animais e deve ser
acompanhado de reconstrucao cirargica utilizando pele local, se possivel, ou utilizando
enxerto cutaneo, se o leito da ferida assim permitir (4) (Figura 4). Grandes areas de
necrose cutanea total impedem a formagdo de leito de granulacdo e aumenta
consideravelmente o risco de infec¢do (9). Varios dias ou semanas podem se passar
antes que a separacdo espontanea do tecido necrético ocorra com o debridamento
conservativo (9). Nestas circunstancias, excisdo cirdrgica sob anestesia geral tem o
potencial de eliminar o tecido necrotico (4,9) e deve ser iniciada ap6s o terceiro dia da
queimadura e a estabilizagdo inicial do paciente (30,33). As cirurgias podem ser
espacadas 2-3 dias até que a escara seja removida e a ferida esteja fechada (35). Um
leito de tecido de granulacdo, adequado para fechamento com retalhos e enxertos,
rapidamente se forma dentro de 5 a 7 dias (9). Duas técnicas sdo descritas para excisao
da ferida em humanos: a excisdo tangencial e a fascial, sendo a primeira indicada para
pequenas lesdes e a segunda para feridas grandes e profundas (6,33,35,36). A excisdo
tangencial é feita com a remocao sequencial de camadas finas da escara com o uso de
um dermatomo ou uma lamina de coleta de enxerto cutaneo até que se chegue ao tecido
viavel saudavel e, em seguida, prossegue-se a aplicacdo de técnicas de reconstrucdo
cutanea (4). Devido a exposicdo da derme e capilares, ocorre hemorragia significativa
durante o procedimento, o0 que pode ser controlada por torniquete (<120 minutos) e o
uso de curativos hemostaticos ndo aderentes com epinefrina (1:10,000) (35). A excisdo
fascial € a remocao da pele dermoepidérmica e tecido subcutaneo até atingir a fascia
muscular (35). Esta técnica é rapida, facil, ocasiona menor perda de sangue e deve ser
feita preferivelmente com bisturi, a fim de evitar superficies queimadas com o uso do
eletrocautério (37). Em casos de lesdo no tronco e pescoco, a pele frouxa da regido pode
ser utilizada para o fechamento de feridas amplas apds a excisdo fascial (4).
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Figura 3. Confecgdo de curativo umido-umido, com aplicagdo tdpica de sulfadiazina de prata
1%. A. Ferida por queimadura com presenca de tecido de granulagcdo em regido cervical e
toracica dorsal. B. Aplicacdo de Sulfadiazina de Prata 1% de forma topica sobre toda a
superficie queimada C. Cobertura da ferida com compressa gaze umida. D. Apos a colocagdo de
compressas cirdrgicas umedecidas foi realizada a cobertura do curativo com ataduras.
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Figura 4. Excisdo de uma queimadura e fechamento da ferida com retalho de avanco de
padrdo subdérmico em um canino filhote. A. Queimadura em regido cervical dorsal
apos tratamento tdpico com sulfadiazina de prata 1%. Observa-se a intensa contracédo
dos bordos da ferida e a proliferacdo de tecido de granulacdo. B. Excisdo en bloc da
ferida. C. Leito da ferida livre de tecido contaminado e cicatricial apds excisdo. D.
Aparéncia final do retalho de avanco subdérmico para o fechamento cosmético da lesao.

Uma vez formado o leito vascular livre de tecido necrético e infeccdo, ha varias
opgbes para seu fechamento (9). Queimaduras extensas normalmente requerem
fechamento com retalhos e enxertos cutaneos dependendo de sua extensao e localizacéo
(9). Enquanto aloenxertos e xenoenxertos podem ser usados para cobertura temporaria
de queimaduras térmicas em humanos, enxertos autdgenos livres sdo necessarios para
cobertura permanente de feridas térmicas extensas e totais (9). O uso de enxerto parcial
colhido com dermatomo e colocado na forma de malha com uma relagdo 3:1 é
considerado a melhor técnica de enxertos livres para recapeamento de feridas extensas
(9). Retalhos de padrdo axial podem ser usados sozinhos ou em combinag¢do com
enxertos livres e/ou com técnicas de avanco de pele (9). Se a reconstrucdo ndo puder ser
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feita imediatamente, deve-se tratar a ferida como aberta até que haja tecido de
granulacéo saudavel para que se apliqguem enxertos ou retalhos (4).

A cicatrizacdo excessiva e a contratura da ferida sdo sérias complicacbes de
pacientes queimados, frequentemente ocorrendo quando ndo se estabelece tratamento
médico ou cirargico para feridas sérias (9). Z-plastias, enxertos pediculados e enxertos
livres podem ser necessarios para evitar e tratar contraturas (9). A prevencdo da
contratura é preferivel ao tratamento ap6s sua formacéo (9).

O resultado cosmético depende da extensdo da lesdo, no entanto, ao contréario do
que ocorre em humanos, o crescimento piloso é um componente essencial para os
animais (9). A cobertura completa com retalhos e enxertos totais promove adequada
cobertura pilosa e, quando associada a contracdo da ferida, reduz consideravelmente a
visibilidade da cicatriz (9). De modo geral, 0 manejo cirlrgico de queimaduras esta
limitado a feridas cutdneas de espessura total, especialmente quando a ferida envolve
uma &rea significativa do paciente (9).

CONCLUSOES

Apesar de incomuns em medicina veterinaria, queimaduras graves sao verdadeiros
desafios terapéuticos, devido a potencial instabilidade sistémica do animal e a gravidade
das lesdes cutaneas. Diferentemente dos demais tipos de lesdes cutaneas, queimaduras
apresentam caracteristicas unicas e condutas terapéuticas diferenciadas. Deve-se estar
ciente da necessidade de terapia emergencial agressiva para evitar as fases
hipodindmicas e hiperdinamica/hipermetabdlica em casos onde haja desarranjo
sistémico. Como observado, a terapia topica, como o resfriamento da ferida,
debridamento, aplicacdo de agentes antimicrobianos topicos e bandagens ndo-aderentes,
sdo questbes fundamentais para 0 sucesso no tratamento. No ramo cirdrgico, 0
fechamento de grandes extensfes lesadas comumente envolve o uso de técnicas
complexas de cirurgia plastica-reparadora apés rapida excisao da ferida. Por fim, devido
ao baixo numero de pequenos animais acometidos, a maioria das recomendacdes
diagnostico e terapéutica esta baseada na literatura humana. S80 necessarios mais
estudos veterinarios para validar estas informacdes.
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FATORES ENVOLVIDOS NOS MECANISMOS DE ABERTURA CERVICAL EM
CADELAS COM PIOMETRA

Rodrigo Volpato®
Maria Denise Lopes®

RESUMO

No Brasil, existe uma grande populagéo de cadelas com risco de desenvolver um quadro de
piometra, pois apenas uma pequena porcentagem de cadelas sadias € normalmente submetida
a ovariosalpingohisterectomia eletiva. A patogénese da piometra canina ndo é completamente
esclarecida e pode se apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada pela presencga ou
auséncia de secrecao vaginal, respectivamente. O relaxamento cervical € um fator importante
para o diagnostico, para o estabelecimento do progndstico e para a escolha do tratamento
eficiente. A inducdo do relaxamento cervical, independente do ciclo estral, poderia também
facilitar a realizacdo de exames citoldgicos e histopatoldgicos do endométrio para diagndstico
de processos inflamatorios e neoplasicos. Inimeros fatores devem ser considerados quando se
estuda os mecanismos de abertura e fechamento cervical, tais como: a concentracéo sérica de
estrégeno e progesterona, 0s receptores hormonais no utero, a porcentagem de colageno na
cervix, infiltrado inflamatorio, prostaglandinas, interleucinas e 6xido nitrico. O objetivo desta
revisdo bibliografica é elucidar possiveis fatores envolvidos nos mecanismos de abertura
cervical em cadelas portadoras de piometra.

Palavras-chave: piometra, cérvix, cadela.

FACTORS INVOLVED IN OPENING CERVICAL MECHANISMS IN BITCHES
WITH PYOMETRA

ABSTRACT

In Brazil, there is a large population of female dogs at risk of developing pyometra, since only
a small percentage of healthy bitches is usually submitted to elective ovariohysterectomy.
Pathogenesis of canine pyometra is not fully understood and can be presented in open or
closed forms characterized by the presence or absence of vaginal discharge, respectively. The
cervical opening is an important factor for diagnosis, prognosis and for choosing an effective
treatment. The cervical opening, regardless of the estrous cycle, would also facilitate
cytological and histopathological tests for endometrial inflammatory and neoplastic processes
diagnosis. Numerous factors must be considered when studying the mechanisms of cervical
opening and closing, such as the serum concentration of estrogen and progesterone hormone,
receptors in the uterus, the percentage of collagen in the cervix, inflammatory infiltrate,
prostaglandins, interleukins and nitric oxide. The aim of this review is to elucidate the factors
involved in the mechanisms of cervical opening in bitches with pyometra.

Keywords: pyometra, cervix, bitch.
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FACTORES QUE INTERVIENEN EN LOS MECANISMOS DE APERTURA
CERVICAL EN PERRAS CON PIOMETRA

RESUMEN

En Brasil, hay una gran poblacion de perros con riesgo de desarrollar un panorama de la
piometra ya que s6lo un pequefio porcentaje de perros sanos se presenta generalmente a
ovariohisterectomia electiva. La patogénesis de la piometra canina no se entiende
completamente y puede presentar una forma abierta o cerrada, caracterizado por la presencia
0 ausencia de secrecion vaginal, respectivamente. El relajamiento cervical es un factor
importante para el diagndstico, para establecer el prognostico y para elegir el mejor
tratamiento. La induccién de la relajacion cervical, independiente del ciclo estral, también
podria facilitar los examenes citoldgicos e histopatoldgicos del endométrio para el diagnéstico
de procesos inflamatorios y neoplasicos. Hay numerosos factores que deben tenerse en cuenta
al estudiar los mecanismos de apertura y cierre de cuello de Utero, como la concentracién
sérica de estrogeno y progesterona, los receptores de hormonas en el Utero, el porcentaje de
colageno en el cuello del Gtero, infiltrado inflamatorio, prostaglandinas, interleucinas y éxidos
de nitrogeno. El propdsito de esta revision de la literatura es dilucidar los factores que
intervienen en los mecanismos de la abertura del cuello uterino en las hembras que sufren de
piometra.

Palabras clave: piometra, cervix, perra.
INTRODUCAO

A cadela é uma espécie monoéstrica anual, ndo estacional, sendo que as ovulacbes
ocorrem uma ou duas vezes ao ano com intervalos de cinco a doze meses (1). Nos ultimos
anos, o conhecimento a respeito da fisiologia reprodutiva dos cdes aumentou muito, mas
doencas importantes e frequentes na clinica reprodutiva, como a piometra, ainda ndo sdo
completamente elucidadas, existindo, inclusive, controvérsias entre 0s autores quanto a sua
etiologia (2).

No Brasil, existe uma grande populacao de cadelas com risco de desenvolver um quadro
de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem de cadelas sadias é normalmente
submetida a ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva. Em nosso pais, a maioria das
castracdes é realizada como consequéncia de alteracdes clinicas. A situacdo € diferente em
outros paises onde a pratica da castracdo € comum e realizada em mais de 85% das cadelas

(3).

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a despeito de
décadas de estudo sobre a etiologia desta doenca. O conceito de Sindrome Hiperplasia
Endometrial Cistica/Piometra, introduzido por Dow (4-5), sugere que mudancas hormonais
sdo responsaveis por um quadro de hiperplasia endometrial cistica (HEC) que tornam o Gtero
mais susceptivel a infeccdo bacteriana secundaria. Dow (5) e Sandholm et al. (6) propuseram
que a endometrite subaguda é seguida pela HEC, a qual predispde a piometra.

Doencas uterinas ligadas com o ciclo estral sdo importantes causas de infertilidade em
carnivoros. Alteragdes hormonais resultantes de uma fase proliferativa longa, foliculos
ovarianos persistentes ou cistos ovarianos e infec¢des bacterianas apresentam uma influéncia
importante no Utero, provocando sua degeneracdo (7). A fase progestacional prolongada,
invariavelmente apds cada fase folicular, simultaneamente a participacdo bacteriana sdo os
fatores mais importantes para a etiologia da piometra.

Clinicamente, a piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada
pela presenca ou auséncia de secre¢do vaginal, respectivamente. A cérvix é considerada uma
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barreira fisica importante, prevenindo a infeccdo ascendente pela secrecdo de muco e
constriccdo. Na mulher, a dilatagdo cervical durante o parto correlaciona-se com a extenséo
do infiltrado de neutrofilos, entretanto, os mecanismos de dilatacdo cervical nas cadelas ndo
séo totalmente esclarecidos (8).

A abertura ou fechamento da cérvix nas cadelas sdo ciclo dependente. Sob a influéncia
estrogénica, a cérvix se abre permitindo a entrada de bactérias da microbiota normal da vagina
para o interior do limen uterino. Os produtos da secre¢do das glandulas, inicialmente estéreis,
contém nutrientes e pH favoraveis ao crescimento bacteriano e, com a diminui¢do da resposta
inflamatoria, a piometra pode se instalar (9, 10). Trabalhos envolvendo investigacdo sobre a
indugdo de piometra canina demonstraram que entre os dias onze e trinta, ap6s o pico de LH,
0 Utero torna-se mais susceptivel & infeccédo (11).

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar fechamento da cérvix durante
0 curso da doenca, assim como cadelas com piometra fechada podem apresentar abertura
cervical. Esse mecanismo de abertura e fechamento cervical pode ser devido a interagfes
hormonais, ou pode ser apenas um fator mecanico pela pressdo exercida pelo préprio acimulo
de secrecdo no interior do Utero. De qualquer forma, 0 mecanismo de relaxamento cervical
necessita maiores estudos.

A taxa de mortalidade da piometra é de 3 a 4 % em paises desenvolvidos que
apresentam modernas rotinas de tratamento. O diagnostico tardio e/ou tratamento pode
conduzir esses animais a sépsis e ao desfecho fatal (12). As piometras abertas s&o menos
toxicas e mais faceis de serem tratadas. Portanto, ao se conhecer 0s mecanismos de
relaxamento cervical, seria possivel, no minimo, estimular a abertura cervical e induzir a
eliminagdo do conteudo uterino. Esta reviséo bibliografica visa atualizar os conhecimentos
sobre a piometra canina, principalmente no tocante aos mecanismos de abertura e fechamento
cervical nas cadelas.

FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral possui duracdo de 5 a 12 meses e consiste de quatro fases consecutivas:
anestro (com duracdo de 80 a 240 dias), proestro (3 a 16 dias), estro (4 a 12 dias) e o diestro
relativamente longo (60 a 90 dias) (7,13). A puberdade nas cadelas ocorre entre 6 e 14 meses
de idade, variando de acordo com a raca e porte do animal (13). O ciclo estral das cadelas é
conhecido como um dos mais primitivos de todos os mamiferos (7).

Dentre os hormonios relevantes no ciclo estral das cadelas, o hormdnio foliculo
estimulante (FSH), o hormdnio luteinizante (LH), estrdgeno e progesterona sdo 0S mais
envolvidos. Sob a influéncia do FSH, os foliculos ovarianos se desenvolvem e as células
foliculares produzem estrogenos, os quais estimulam a proliferacdo das células epiteliais da
mucosa vaginal, aumentam a espessura da camada endometrial, promovem abertura da cérvix,
aumentam o fluxo sanguineo e a resposta inflamatoria celular. As respostas ou efeitos
provocados pelos estrégenos e progesterona no Utero tém efeito cumulativo a cada ciclo estral
(9,10).

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrégeno durante o estro,
seguida por longos intervalos de dominancia da progesterona, levando a modificacdes no
endométrio (11,14). A estimulacdo progestacional resulta em proliferacdo do endométrio,
secrecdo das glandulas uterinas e diminuicdo das contracbes do miométrio. A inibicdo
leucocitaria no Utero sensibilizado pela progesterona facilita a infeccdo bacteriana. O
endométrio, sob o estimulo da progesterona, torna-se hiperplasico devido ao aumento no
namero e no tamanho de suas glandulas, as quais aumentam a atividade secretora e um fluido
estéril pode se acumular no limen do Utero. As respostas aos efeitos hormonais podem ser
mais exacerbadas com o uso de progestagenos exdgenos (14-16).

Volpato R, Lopes MD. Fatores envolvidos nos mecanismos de abertura cervical em cadelas com Piometra. Vet.
e Zootec. 2015 set.; 22(3): 335-346.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 338

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL

A cérvix apresenta poucas fibras musculares lisas e grande quantidade de tecido
conjuntivo. A mucosa cervical é constituida por epitélio prismatico simples de células
produtoras de muco e ldmina propria onde se encontram as glandulas cervicais. Na fase
secretoria do ciclo estral, os elevados niveis de progesterona influenciam as glandulas a
produzirem um muco viscoso, 0 qual impede a passagem de micro-organismos e de
espermatozoides para o interior da cavidade uterina (17).

As propriedades mecénicas da cérvix sdo derivadas da concentracdo de coldgeno, uma
vez que o musculo liso constitui apenas 15% da massa do 6érgdo. Feixes de colageno
proporcionam rigidez, a qual pode ser alterada rapidamente por acdo das colagenases. A fonte
de colagenase e seu controle sdo temas atuais de pesquisas e debates. Os colagenos da cérvix
sdo principalmente dos tipos I, 111 e 1V, tornando a cérvix uma estrutura bastante rigida, sendo
a colagenase a enzima necessaria para o relaxamento do 6rgéo (18).

Os tratamentos clinicos da piometra envolvem medicamentos que estimulam a
contragdo uterina, além disso, o relaxamento cervical é um fator importante para o
diagndstico, para o estabelecimento do prognostico e para a escolha de um tratamento
eficiente, pois a parede uterina muitas vezes apresenta-se fridvel e pode se romper,
contaminando a cavidade abdominal (19).

Os mecanismos envolvidos na abertura e fechamento da cérvix ndo séo completamente
elucidados e inUmeros fatores devem ser considerados.

Nivel Sérico de Estrégeno e Progesterona

O estrogeno induz a proliferacdo das glandulas endometriais e a progesterona induz a
ramificacdo glandular, sendo também responsavel pelo inicio da secrecdo glandular para o
limem uterino (20).

Ainda é desconhecido o processo pelo qual podemos diferenciar a formagéo de piometra
aberta ou fechada. Algumas hipoteses ja foram levantadas, sendo a de Weiss et al. (1) bastante
expressiva. Ao analisar a concentracdo hormonal de cadelas com diagndstico de piometra,
cadelas em diestro ou inicio de anestro, o estradiol ndo apresentou diferenca significativa
entre 0 grupo piometra aberta e piometra fechada. Quanto a analise da progesterona, 0s
resultados apresentaram diferencas significativas sendo de 4,8 + 0,9 ng/mL para a piometra
aberta e de 13,2 £ 5,5 ng/mL para a piometra fechada.

No estudo realizado por Volpato (21), ndo foi observada diferenca significativa entre as
concentracdes de progesterona quando foram comparados os grupos de piometra aberta e
fechada. No referido trabalho, foram observadas varia¢cdes individuais de 0,54 ng/mL a 35,43
ng/mL. Segundo o autor, tal variacdo deve-se a fase do ciclo estral no qual foi realizado o
diagnostico de piometra. Resultado semelhante foi encontrado no estudo realizado por
Tamada et al. (19).

O aglepristone, que tem forte afinidade pelos receptores de progesterona, é utilizado no
tratamento de piometra com a inten¢do de diminuir a acdo desse horménio e culminar na
abertura cervical. O uso dessa medicacdo terapéutica tem sido bastante eficiente, é sabido do
envolvimento da progesterona no mecanismo de abertura cervical, mas sua real funcdo ainda
precisa ser esclarecida (22).

Receptores de estrogenos e de progesterona
Investigacdes tém explorado a possibilidade de a piometra canina ser induzida por

resposta exagerada do Gtero a niveis normais de hormdnios (23). A expressdo de receptores
parece ser diferente no Utero comprometido com HEC e piometra quando comparado com o
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Gtero de cadelas sadias (20,23).

Estudos sobre receptores hormonais no Utero de cadelas ja foram realizados. Segundo
Kunkitti et al. (24), os receptores de estrogeno e progesterona controlam a abertura e
fechamento cervical durante o ciclo estral, porém, o mecanismo envolvido, as mudancas e
associacOes bioquimicas que ocorrem nesse processo ndo sao totalmente esclarecidos.

No estudo realizado por De Bosschere et al. (25) avaliou-se, por ensaio
imunoistoquimico, a expressao de receptores estrogénicos (RE) e receptores de progesterona
(RP) no utero de cadelas normais, com piometra e com HEC. As contagens de RE e RP foram
mais elevadas nos animais com HEC, quando comparadas ao Utero de cadelas normais ou
portadoras de piometra, sendo a menor expressao desses receptores em cadelas com piometra.
As diferengas na expressdo de receptores de estrdgeno e progesterona sugerem fatores
distintos na patogénese da HEC e da piometra. Assim, pode-se deduzir que a piometra é
desencadeada por uma cascata de fendmenos iniciada apenas pela infec¢cdo bacteriana e ndo
pela HEC.

Em consequéncia da expressdo aumentada do RE em cadelas com HEC, o endométrio
permanece responsivo ao estrégeno, mesmo com niveis circulantes baixos. Isto pode
esclarecer a continua proliferacdo das glandulas endometriais durante o estagio de forte
influéncia progesterdnica. A agdo prolongada simultdnea do estrogeno e da progesterona
poderia explicar as mudancas na proliferacédo cistica que sdo caracteristicas da piometra (20).

Volpato et al. (26), utilizando a técnica de imunoistoquimica, pesquisaram receptores de
estrégeno o e B no Utero e cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. No referido
estudo, foi realizada a identificacdo e quantificacdo de tais receptores tanto nas regides
glandular e do estroma uterino, bem como nas regibes epitelial, glandular e do estroma da
cervix. Ndo foi verificada diferenca estatistica entre 0s grupos piometra aberta e piometra
fechada em relacdo a expressdo dos receptores de estrogeno o e 3 e dos locais avaliados.

Comparando a imunorreatividade dos REa entre as diferentes regides do utero, Volpato
et al. (26) observaram que o epitelio glandular foi corado com maior intensidade do que o
estroma. Também na cérvix, o epitélio glandular foi corado mais intensamente quando
comparado ao estroma e ao epitélio luminal. Levando em consideracdo que a concentracao de
receptores é diretamente proporcional a intensidade da marcacdo, a regido com o0 maior
nimero de REa no Gtero e cérvix é o epitélio glandular. Tais resultados vao de encontro aos
observados por Dhaliwal et al. (27), 0s quais encontraram um escore muito baixo de RE e RP
no epitélio glandular do Utero.

O numero de nucleos positivos para receptores de estrogeno e progesterona nao
diferiram entre as cadelas com piometra aberta e fechada (24, 26). Entretanto, VVolpato et al.
(26) identificaram diferencas na marcacdo dos RPs. Houve maior concentracdo de receptores
de progesterona na cérvix de cadelas com piometra fechada e a reatividade foi mais intensa no
estroma quando comparada ao epitélio glandular e luminal.

Os receptores de progesterona sdo menos expressos no Utero de cadelas com
HEC/piometra, quando comparadas as fémeas controle, sadias, durante todo o diestro. Os
escores imunoistoquimicos de RPs nas varias camadas do Gtero com HEC/piometra durante o
diestro foram também baixos de acordo com Dhaliwal et al. (27).

Colagenos 1 e 111

O relaxamento da cérvix é regulado pela musculatura lisa, tecido fibroso e elastina. A
remodelacdo da matriz extracelular tem um papel importante na dilatacdo cervical pela
degradacéo do colageno. Em trabalho realizado por Chatdarong et al. (28), foi postulado que o
utero de cadelas ciclicas tem maior proporcéo de coldgeno em comparacdo a musculatura lisa,
provavelmente em associacdo ao aumento do estradiol durante o estro. Tal caracteristica
histologica gera menor resisténcia a tracdo, causando o relaxamento da cérvix. Resultado
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semelhante foi observado pelos mesmos autores nas cadelas com piometra de cérvix aberta,
sugerindo que a abertura da cérvix esta associada a maior proporcdo de coladgenos frente a
fibras musculares.

Dezenove tipos de coldgenos j& foram identificados e a cérvix inclui principalmente os
tipos de colagenos | e I11. Fisiologicamente, na cérvix aberta, ndo se observam fibras elasticas
e as fibras de colageno se encontram numa densidade menor quando comparadas & cervix
fechada, onde as fibras de colageno se encontram mais densas e ordenadas. A medida que a
dilatacdo cervical aumenta, as fibras de colageno tornam-se mais finas e os espacgos entre as
fibras, maiores (19).

Volpato et al. (26), utilizando a técnica de imunoistoquimica, identificaram receptores
para colageno | e Ill nas regides glandular e muscular, tanto do Utero quanto da cérvix de
cadelas com piometra aberta e fechada. Os resultados ndo demonstraram diferencas
significativas entre as duas condicGes avaliadas ou entre as regides investigadas. O aumento
nas concentracdes de colageno ndo foi identificado na piometra fechada, conforme sugerido
por Tamada et al. (19).

Agentes etioldgicos e infiltrado inflamatorio

A interacdo da progesterona e do estrogeno é importante no desenvolvimento da
piometra, mas a progressdo e severidade dessa enfermidade séo influenciadas pela migracéao
de bactérias por via ascendente (5).

A bactéria com maior incidéncia no Utero de cadelas com piometra € a Escherichia coli,
isolada de 57% a 96% das amostras uterinas. Ocasionalmente, outras bactérias como
Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus sp, Streptococcus
canis, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa séo isoladas
do Utero de animais infectados (1,12,29). A origem destes micro-organismos € o proprio
intestino e trato urinario (1,30,31).

A infeccdo da cérvix e Utero podem levar ao enfraquecimento da cérvix. A atividade da
enzima prostaglandina desidrogenase € reduzida na presenca de infeccdes, permitindo,
portanto, a atuacdo da prostaglandina na cervix (1,18).

O relaxamento cervical nas cadelas é normalmente associado a fase de proestro e estro.
A contaminacdo bacteriana do Utero ocorre durante tais fases do ciclo estral, ndo havendo,
portanto, diferenca entre a piometra aberta e fechada em relacgio ao momento da
contaminacdo bacteriana. Volpato (21) ndo encontrou diferenca no agente bacteriano isolado
nas cadelas com piometra aberta e fechada.

A dilatacdo da cérvix em fémeas higidas e com doencas uterinas pode ser controlada por
mecanismos diferentes. A expressdo dos receptores de estrogenos e progesterona é
influenciada pelo ciclo estral em cadelas. A infiltracdo de neutréfilos no tecido cervical esta
envolvida na dilatacdo cervical e pode ocorrer em cadelas com piometra, independente da fase
do ciclo estral (24).

Remodelac6es no tecido da cérvix durante o parto resultam em rapida abertura cervical,
caracterizada por infiltracdo de neutréfilos e macrdofagos. Os leucdcitos parecem participar da
reorganizacdo do tecido conjuntivo da cérvix durante o parto e esse mesmo mecanismo talvez
ocorra nos casos de piometra aberta nas cadelas (24)

O relaxamento da cérvix estd associado com o influxo de leucocitos, incluindo os
neutrofilos, os quais tém um elevado potencial para a liberacdo de colagenase que podem
fazer a quebra do colageno, este Ultimo responsavel por proporcionar a rigidez da cérvix. Os
neutrofilos sdo importantes fontes de colagenases especificas, contidas dentro do subconjunto
de granulos do citoplasma (18).

A invasdo de células inflamatérias tem sido sugerida como uma possivel causa de
degradacdo de coldgenos e relaxamento cervical. Em mulheres, o grau de dilatacdo cervical
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esta diretamente relacionado com a extensdo do infiltrado neutrofilico, o qual pode,
posteriormente, produzir enzimas colagenoliticas, como proteases e metaloproteinases. O
aumento de tais enzimas pode degradar o coldgeno recém-sintetizado e, assim, diminuir a
propor¢do colageno/musculatura lisa na cérvix, interferindo no grau de relaxamento cervical
em cadelas com doengas uterinas (24).

No trabalho realizado por Volpato et al. (32), utilizando seis cadelas com piometra
aberta e seis cadelas com piometra fechada, ndo foi encontrada diferencga significativa entre o
infiltrado leucocitario, tanto no total dos leucdcitos, como na quantificacdo de neutréfilos,
linfécitos, macrdfagos, eosindfilos e plasmaécitos. De acordo com os referidos resultados, a
infiltracdo leucocitaria ndo esta associada a abertura cervical na piometra canina.

Prostaglandinas

O mecanismo de dilatacdo da cérvix inclui uma série de interagcdes por meio de reacdes
quimicas estimuladas por diferentes hormdnios. A enzima ciclo-oxigenase-2 esta envolvida
com o aumento local de prostaglandina E2 (PGE2); o qual conduz a diversas alteracdes
associadas ao amadurecimento cervical, tais como a dilatagdo dos pequenos vasos, aumento
da degradacdo do colageno, aumento do acido hialurdnico, aumento da quimiotaxia dos
leucocitos e aumento do estimulo e liberagdo da interleucina-8 (1L-8) (33).

A deposicdo de PGE2 na vagina ou cervix da mulher, ovelha, égua e vaca origina
relaxamento e dilatacdo cervical in vivo, independentemente do estado fisioldgico e das
concentracdes de progesterona. Na mulher, a aplicacdo de prostaglandinas na cérvix, antes do
parto, induz a dilatagéo cervical (34,35)

Algumas prostaglandinas diminuem a atividade contratil da musculatura cervical, sendo
a PGE2 aquela que apresenta a atividade inibidora mais potente, mesmo em doses baixas. As
prostaglandinas facilitam a dilatacdo cervical ao induzirem a liberacdo de colagenases, as
quais promovem a quebra do colageno e, como consequéncia, o relaxamento cervical. O
misoprostol, um analogo sintético da PGEL, tem se mostrado altamente eficiente na inducéo
da abertura cervical e no estimulo da atividade contratil do miométrio (18,34,35).

O mecanismo de acdo das prostaglandinas na abertura cervical ainda ndo esta
completamente elucidado. E sabido que as prostaglandinas estdo envolvidas no
amadurecimento cervical fisioldgico, sendo os fibroblastos cervicais iniciadores do processo,
controlando a permeabilidade e dilatacdo dos pequenos vasos sanguineos. As prostaglandinas
podem também apresentar efeito direto na estimulacdo da matriz metaloproteinase. O efeito
vasoativo da PGE2 facilita a penetracdo de leucocitos na cérvix e os neutrofilos abundantes na
circulacdo periférica sdo uma fonte importante de colagenase para 0 amadurecimento cervical
final (18).

Interleucina

A etiopatologia da piometra vem sendo estudada ha décadas e pouco se sabe sobre a
ocorréncia das células do sistema imunitdrio no Utero canino. Sem davida, a falha de
imunidade uterina local tem importancia no desenvolvimento da piometra (36).

Na instalacdo da piometra, ha recrutamento de leucdcitos, citocinas e quimiocinas, 0s
quais desempenham papel crucial na regulacdo da inflamacdo e da migracdo de células do
sistema imunoldgico. Como esperado, as citocinas pro- inflamatérias precoces (IL-1B e TNF-
a) foram encontradas em alta quantidade nos uteros de cadelas com piometra. Em contraste, a
expressao da citocina anti-inflamatoria IL-10 permaneceu inalterada, em comparacao a Uteros
normais. (36)

A presenca e migracao de células inflamatdrias podem causar o aumento das atividades
da enzima 6xido nitrico sintetase, juntamente com outros agentes inflamatdrios, tais como a
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interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa e interleucina-8 (IL-8). Tais mecanismos
parecem estar envolvidos na abertura cervical, devido ao processo de remodelacdo do tecido
inflamatorio e quebra de pontes quimicas entre as fibras de colageno (33).

O inicio da abertura cervical nas mulheres pode envolver agentes quimiotaticos
neutrofilicos, tais como a IL-8, que tem sido utilizada para promover o amadurecimento de
cérvix em cobaia. A estimulacdo da IL-8 pode ocorrer nos fibroblastos ou em mondcitos, em
sinergismo com a prostaglandina E2 (18,33).

A IL-8 tem efeito seletivo na estimulacdo da liberacdo de metaloproteinases e granulos
que contém a colagenase. O neutrofilo é uma fonte quase ilimitada de colagenase, carreada
para 0s tecidos por agentes quimiotaticos. A IL-8 de inducdo e de ativacdo dos neutrofilos
causa o relaxamento cervical em mulheres da mesma maneira que a IL-8 exdgena induz a
maturagdo em cobaias (18).

Estudos recentes indicam que a expressao local de IL-8 na cérvix estd associada ao
relaxamento e a infiltracdo de neutrofilos. Tamada et al. (19) relataram que a expressao de IL-
8 foi positivamente associada a permeabilidade e nimero de neutréfilos na cérvix, o que
sugere que as interleucinas podem concentrar neutrofilos na regido e influenciar a
permeabilidade.

A interleucina 17, originalmente identificada como linfocito T citotoxico, foi descrita
pela primeira vez em 1993 em ratos e humanos. Dois anos depois, esta proteina foi descrita
como uma nova citocina e chamada interleucina 17, a qual j& foi encontrada em doencas de
vias aéreas, gastrintestinais, articulacbes, de glandulas mamarias e utero de cadelas com
piometra (36,37). A IL-17 estd envolvida na resposta imune inata de muitos patdgenos,
incluindo E. coli e desempenha papel na regulacédo da inflamacgéo no trato reprodutivo (36,38)

Os referidos resultados mostram que as interleucinas sdo muito importantes em doencas
inflamatdrias, mas ainda ha poucos resultados sobre seu papel na piometra canina, sendo um
importante campo de estudo para o futuro.

Oxido nitrico

O o6xido nitrico (ON) é um radical livre altamente reativo, o qual desempenha
importantes funcdes em diversos sistemas fisiologicos. Ao longo da ultima década, diversas
linhas de pesquisa convergiram para demonstrar que 0 ON é modulador de processos
fisiologicos e patologicos em mamiferos (39).

O ON atua como potente vasodilatador, sendo sintetizado no processo de conversdo de
L-arginina em I-citrulina pela ON sintetase (NOS). Ha trés isoformas: endotelial (e-NOS),
neuronal (n-NOS) e induzivel (i-NOS). As duas primeiras isoformas sdo dependentes de
calcio, enquanto a iNOS ¢é induzida por citocinas, fatores de crescimento e reacdo inflamatéria
(40,41).

O ON parece desempenhar papel importante no processo de relaxamento cervical, visto
gue seu aumento leva a elevacdo na atividade de metaloproteinase, apoptose celular e sintese
de glicosaminoglicano. Todas estas modificacbes estdo associadas ao processo de
amadurecimento cervical. Com o desenvolvimento da piometra, ocorre aumento do influxo de
leucdcitos e, assim, da concentracdo de NOS e suas atividades (33).

Diversos agentes podem ser utilizados na tentativa de relaxar a cérvix.
Farmacologicamente, sdo quimiocinas como a interleucina, analogos da prostaglandina e ON.
A NOS ¢ encontrada na cérvix de ratos, cobaias e suinos e tem sua concentracdo elevada
durante o parto. Momento esse onde a cérvix se encontra aberta, podendo a NOS interferir na
abertura e fechamento cervical mediada pelos leucdcitos, situacdo semelhante as cadelas com
piometra. As mudancas observadas na cérvix de suinos apds administracdo de nitroprussiato
de sddio assemelham-se aquelas ap6s maturacdo fisiologica normal ao nascimento, com
influxo de monécitos e granulécitos (18).
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Pesquisas recentes estdo investigando a agdo do sistema 6xido nitrico sintetase/6xido
nitrico. Esse sistema parece estar associado a regulacdo do miométrio e da céervix durante a
gestacdo e o parto das mulheres. Estudos com ratos demonstraram que a atividade do 6xido
nitrico  sintetase/dxido nitrico estd associada a laténcia uterina. Previamente ao
amadurecimento cervical, a atividade € baixa e, em seguida, aumenta no momento do trabalho
de parto, sendo associada ao relaxamento da cérvix. O sistema Oxido nitrico sintetase/6xido
nitrico € a via final na inducdo de mudangas quimicas associadas a maturacgdo cervical (33).

CONSIDERACOES FINAIS

A piometra é uma doenca frequente nas cadelas e, a despeito de décadas de pesquisa,
ainda s&o necesséarios estudos utilizando ferramentas mais sofisticadas e grupos de animais em
fases hormonais bem definidas, a fim de compreender melhor sua etiologia e 0s mecanismos
de abertura e fechamento cervical. H& um consenso de que as lesdes sdo resultados de uma
interacdo hormonal e participacdo bacteriana, mas apesar dos varios estudos sobre o tema,
clinicamente, a sindrome piometra ainda representa um desafio para a maioria dos
profissionais. A abertura cervical mediada por farmacos poderia facilitar o tratamento de
animais portadores de piometra fechada, tornando o acesso ao uUtero mais seguro. Estudos
sobre o uso do aglepristone para abertura cervical em cadelas com piometra ja foram
conduzidos, mas seu mecanismo de atuacdo ainda ndo esta completamente esclarecido,
mesmo sendo de comum consenso entre 0s autores sua colaboracdo na abertura cervical. A
eliminacéo da secrecdo uterina por meio de drogas ecbdlicas e antibioticoterapia poderia ser o
tratamento de escolha para os animais com finalidade reprodutiva. O relaxamento cervical,
independente do ciclo estral, poderia tambem facilitar a realizacdo de exames citologicos e
histopatoldgicos do endométrio para diagnostico de processos inflamatorios e neoplésicos.
Portanto, o entendimento de mecanismos de abertura cervical poderia auxiliar na clinica
reprodutiva.

Apos revisdo sobre o tema, fatores como os agentes etioldgicos causadores da infeccao
uterina, o infiltrado inflamatorio, a concentracdo sérica de progesterona e estrogeno e 0S
receptores de estrogenos nao parecem estar envolvidos nos mecanismos de abertura e
fechamento cervical. Em contra partida, os receptores de progesterona e os fatores envolvidos
na degradacdo e remodelamento dos colagenos, tais como prostaglandinas, interleucinas e
oxido nitrico parecem interferir na abertura cervical.
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RESUMO

A utilizacdo de marcadores moleculares trouxe grande progresso ao melhoramento genético
de espécies comerciais destinadas a producdo, como bovinos, suinos e aves, principalmente
com o0 aumento da acuracia de predicdo de valores genéticos e precocidade na selecdo de
animais superiores. Isto ocorreu por meio do uso de alguns poucos marcadores ligados a
Locos de Caracteristicas Quantitativas — QTL (Sele¢do Assistida por Marcadores) ou pela
estimacgédo de efeitos de milhares deles simultaneamente (Estudos de Ampla Associacdo do
Genoma — GWAS ou Selecdo Gendémica — GS). Por outro lado, em outras espécies
domésticas, incluindo os equinos, o emprego desta biotecnologia ainda é pouco explorado. Os
primeiros estudos a identificar variantes genéticas ligadas a melhores desempenhos em
corridas foram realizados recentemente na raca Puro-Sangue Inglés (PSI), resultando na
implantacdo de testes genéticos que auxiliam criadores na selecdo de animais com maior
potencial genético. Esta revisdo tem por objetivo descrever a atual situacdo dos marcadores
moleculares aplicados a cavalos de corrida e as perspectivas do seu uso no melhoramento
genético de equinos de corrida Quarto de Milha, raca de grande importancia no mundo e
também no Brasil.

Palavras-chave: cavalos, desempenho, gene candidato, QTL, SNPs.

PROSPECTS OF THE USE OF MOLECULAR MARKERS IN THE GENETIC
BREEDING OF RACING QUARTER HORSES

ABSTRACT

The use of molecular markers has brought great progress to genetic breeding programs of
commercial species aimed at production, such as cattle, pigs and poultry, especially with the
increase of the accuracy of prediction of breeding values, allowing early selection of better
animals. This occurred either through the use of a few markers linked to Locos of
Quantitative Trait — QTL (marker-assisted selection) or the estimation of the effects of
thousands of them simultaneously (Genome Wide Association Studies — GWAS or Genomic
Selection — GS). However, in other domestic species, including equine, the use of this
biotechnology remains underexplored. The first studies to identify genetic variants linked to
better performance in races were performed with Thoroughbred horses, resulting in the
implementation of genetic tests that assist breeders in selecting animals with greater genetic
potential. The objective of this review was to describe the current status of molecular markers
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applied to racehorses and prospects of their use in genetic improvement of racing Quarter
Horses, an important breed in the world and also in Brazil.

Keywords: candidate gene, horse, performance, QTL, SNPs.

PERSPECTIVA DEL USO DE MARCADORES MOLECULARES EN EL
MEJORAMIENTO GENETICO DE EQUINOS DE CARRERAS DE LA RAZA
CUARTO DE MILLA

RESUMEN

La utilizacion de marcadores moleculares trae gran progreso para el mejoramiento genético de
especies comerciales destinadas a la produccién, como bovinos, porcinos y aves,
principalmente con el aumento de la precisién de predicciones de valores genéticos y rapidez
en la seleccién de animales superiores. Esto ocurrid6 por medio del uso de algunos pocos
marcadores ligados a Locus de Caracteristicas Cuantitativas — QTL (Seleccidon Asistida por
Marcadores) o por la estimacion de efectos de millones de ellos simultdneamente (Estudio de
asociacion del Genoma Completo — GWAS o0 asociacion Gendmica — GS). Sin embargo, en
otras especies domesticas, incluyendo los equinos, el empleo de esta biotecnologia aun es
poco explorado. Los primeros estudios para identificar variantes genéticas ligadas a mejores
desempefios en carreras fueron realizados recientemente en la raza Pura Sangre Ingles (PSI),
resultando en la implantacion de pruebas genéticas que auxilian a los criadores en la seleccion
de animales con mayor potencial genético. Esta revision tiene por objetivo describir la
situacion actual de los marcadores moleculares aplicados a los caballos de carrera y las
perspectivas del uso en el mejoramiento genético de equinos de carrera Cuarto de Milla, raza
de gran importancia en el mundo y también en Brasil.

Palabras clave: caballos, desempefio, gen candidato, QTL, SNPs.
INTRODUCAO

Nenhum outro animal doméstico desempenhou papel tdo direto no desenvolvimento
social e politico da humanidade como o cavalo. Embora no inicio de sua domesticacao
tenham sido utilizados como fonte de matéria prima e alimentos, ao longo da histéria foram
amplamente empregados como meio de transporte e no progresso agricola. No século XX,
com o desenvolvimento tecnolégico das mais diversas areas, grande parte do seu uso pratico
chegou ao fim, ficando restrito as regides com baixo indice de desenvolvimento econémico.
Contudo, os seres humanos mantiveram estreita relacdo com estes animais, criando-os para a
pratica de esportes, recreacdo, ou simplesmente por sua beleza fisica (1).

O uso de cavalos em préaticas esportivas € 0 segmento mais lucrativo da equinocultura.
Além das provas funcionais, as corridas movimentam grande volume de dinheiro devido as
apostas, contratacbes, comércio de animais, etc. A pesquisa e a utilizacdo de marcadores
moleculares, seja por meio de painéis com alguns poucos ou milhares deles, tem trazido bons
resultados no melhoramento genético de espécies comercias de producdo. Em equinos, a
utilizacdo desta biotecnologia ainda é restrita, com alguns estudos importantes realizados na
raca Puro-Sangue Inglés (PSI). Tais estudos geraram alguns testes genéticos que visam
auxiliar o processo de selecdo de animais para desempenhos superiores em corridas.

Esta revisdo tem como objetivos discorrer de modo sucinto a respeito da situacdo atual
da equinocultura e do melhoramento genético de equinos no Brasil e no mundo, dos conceitos
sobre marcadores moleculares e da prospecgéo destes para a selegédo de animais superiores
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para corrida na raga PSI, além da perspectiva de sua utilizacdo em equinos da linhagem de
corrida da raga Quarto de Milha, tendo em vista que os efeitos de polimorfismos de DNA
sobre fendtipos sdo parametros intrinsecos de cada populacdo, linhagem ou raga em
determinado ambiente.

Equinos no Brasil e no Mundo

Atualmente ha cerca de 60 milhdes de cavalos no mundo, a maioria deles vivendo nas
Américas, Asia e alguns paises da Europa. Os Estados Unidos é o pais com maior contingente
(aproximadamente 10,5 milhGes), seguido da China (6,7 milhdes), seguidos do México
(pouco mais de 6 milhdes), e Brasil (pouco menos de 6 milhdes). Estes quatro paises,
conjuntamente, possuem cerca de 50% da populacéo global de cavalos (2).

O impacto do agronegécio do cavalo no Brasil é bastante expressivo, tendo
movimentado, em 2006, valor econdmico superior a R$ 7,5 bilhGes ao ano e abrangendo cerca
de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (3). Neste sentido, considerando-se a
estimativa de que o Pais possui 5.900.700 cabecas (4), constata-se que aproximadamente para
cada dois cavalos ha geracdo de um emprego.

A utilizacdo de equinos na lida de rebanhos bovinos (aproximadamente cinco milhdes)
vem sendo o seguimento de maior destaque dentro do agronegocio do cavalo no Brasil,
representando 52% da movimentagcdo monetaria e 78% dos empregos diretos gerados (3). Esta
intensa relacdo tem feito os cavalos acompanharem os bovinos em seu deslocamento para as
regides Centro-Oeste e Norte do Pais.

Embora a utilizagdo do cavalo na lida com bovinos seja marcante no contexto da
equinocultura nacional, o seguimento que envolve os esportes equestres, acompanhando
tendéncia mundial, tem crescido acentuadamente nos ultimos anos. Neste sentido, no periodo
de 1999 a 2004 o numero de eventos envolvendo as diversas modalidades equestres (salto,
adestramento, enduro, concurso completo de equitacdo, etc.) cresceu 315% (3), ou seja,
aumento médio de 15,3% ao ano. Além da utilizacdo do cavalo na lida da fazenda e nas
provas equestres, a tendéncia de sua utilizacdo para lazer vem aumentando significativamente.
O cavalo também é utilizado na equoterapia, modalidade disponivel ha milhares de anos e,
agora, reconhecida como de grande eficicia para o tratamento de inimeros males fisicos,
psiquicos e comportamentais.

Apesar de certa polémica envolvendo o tema, principalmente pelo papel histérico que o
cavalo desenvolveu junto ao homem, o consumo da carne e de derivados de cavalos é comum
em varias partes do mundo, sendo em alguns paises da Asia Central a principal fonte de
proteina animal. Em muitos outros paises da Europa, América do Sul e Asia constitui parte
significativa das tradi¢des culinarias (5).

Melhoramento genético de equinos

Em relacdo a outras espécies de exploracdo zootécnica, as pesquisas nha area de
melhoramento genético sdo proporcionalmente menores em equinos, no mundo todo. No
Brasil, em particular, dada a grandeza de sua tropa, esta distancia € ainda mais evidente.
Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a area de melhoramento
genético, ainda ndo existem, efetivamente, programas consistentes de selecdo nas diferentes
racas criadas no Brasil. Neste sentido, pequenos grupos de pesquisadores ligados as
universidades e institutos de pesquisa tém trabalhado na area, especialmente em relacdo a
aspectos conservacionistas em racas nacionais ou quantitativos de caracteres de interesse
econbmico em racas nacionais e importadas.

Assim como em outras partes do mundo, ndo existem programas concretos de
melhoramento genético para animais das racas PSI e Quarto de Milha criados no Brasil. O
que se faz atualmente, em razdo da disponibilidade de informacfes fenotipicas e de
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genealogia aprofundada, é a estimacdo de parametros genéticos populacionais tais como
herdabilidade e correlagbes genéticas de caracteristicas de interesse. Desta forma, o que se
tem, tanto no PSI como no Quarto de Milha, € a selecdo dos individuos com base em
premiacdo, desempenho em corridas e genealogia. Mas é possivel que, como ferramenta de
aperfeicoamento, a selecdo genética feita nestes moldes ja ndo seja mais eficaz. Basta
considerar os resultados de provas tradicionais do turfe, um tipo de corrida disputada apenas
pela raca PSI, como o Kentucky Derby, nos Estados Unidos, ou o Grande Prémio Brasil, para
constatar que hd 50 anos ndo sdo registradas melhoras significativas nos tempos dos
vencedores. Algo mais refinado em relacéo a selecdo e ao melhoramento genético de equinos
vem sendo feito na Europa, com a utilizagdo de modelos estatisticos mais adequados para a
obtencdo de valores genéticos individuais, como o BLUP (Best Linear Ubiased Prediction)
(6). Esta alternativa tem sido aplicada na criacdo de cavalos destinados a esportes olimpicos
COMO 0 Cross country, o0 adestramento e o salto.

Apesar de os criadores de cavalos para esporte cada vez mais almejarem animais
geneticamente superiores, capazes de apresentar melhor desempenho nas provas, existe um
distanciamento entre pesquisa e aplicacdo pratica que impede a realizacdo de programas
consistentes e continuos de selecdo. Embora tenha ocorrido um aumento significativo das
publicacbes em diversas areas relacionadas aos equinos (7), o melhoramento genético dos
cavalos atletas continua sendo complexo, fazendo com que a obtencdo de um animal superior
para as provas equestres ou mesmo para o trabalho seja tarefa dificil. A maior causa desta
dificuldade é a baixa herdabilidade do desempenho atlético e os valores de correlagfes
genéticas existentes entre as caracteristicas mais almejadas nos cavalos (8,9,10). A baixa
herdabilidade do desempenho atlético em equinos pode ser um argumento a mais para a
utilizacdo de novas ferramentas disponiveis para a selecdo e o melhoramento genético, tais
como os marcadores de DNA ou marcadores moleculares, os quais serdo apresentados mais a
frente.

Também existem dificuldades e contratempos ao se pesquisar melhoramento genético
de cavalos no Brasil que sdo inerentes a espécie equina como: baixos indices reprodutivos;
altos intervalos de geracao e parto; baixo nimero de progénies por pari¢cdo e longo periodo de
gestacdo, e em funcdo de aspectos operacionais como: informacdes escassas e imprecisas de
caracteres reprodutivos, comportamentais e de desempenho em grande parte das racas; baixa
receptividade das associacOes de criadores as tecnologias reprodutivas; relagdo superficial
entre 6rgdos técnicos e criadores.

A questdo da aversdo as biotécnicas reprodutivas tais como: inseminacdo artificial;
transferéncia de embrides e fertilizagédo in vitro, atualmente restrita de forma mais intensa a
raca PSI, é outro fator que pode ter limitado o melhoramento genético pela ndo utilizacao
massiva de animais superiores. Além de cultural, a ndo utilizacdo destas técnicas esta
relacionada ao pequeno tamanho efetivo das populacbes de muitas racas de equinos,
principalmente a PSI. Uma situacdo contraria, ou seja, de utilizacdo destas ferramentas
poderia aumentar ainda mais 0s niveis de consanguinidade e consequentemente de
homozigose na raca, promovendo o surgimento de doencas genéticas e tragos recessivos
indesejados.

Também existem algumas vantagens relativas a pesquisa na area de melhoramento
genético de cavalos, utilizando-se principios de genética quantitativa. A profundidade da
genealogia na maioria das racas € alta, caracteristicas de desempenho geralmente podem ser
medidas em ambos 0s sexos, repetidamente, e em periodos de tempo relativamente curtos.

Com relacdo a producdo dos cavalos atletas, o Brasil aperfeicoou desde o manejo,
pastagem e reproducdo até a genética, mesmo que muitas vezes de maneira empirica. Esta
preocupagdo com o melhoramento da qualidade do plantel brasileiro vem ganhando forca e a
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sua consequéncia pode ser a expansdo da equinocultura no pais, observada principalmente por
meio do crescimento do nimero de eventos esportivos.

Fisiologia e metabolismo do musculo estriado esquelético

Muitos dos processos fisiologicos ligados ao 6timo desempenho atlético tém mostrado
alguns aspectos semelhantes em humanos e equinos (11,12). Para equinos de competicéo, o
sucesso em provas depende principalmente da capacidade metabdlica do animal para
converter energia quimica em mecéanica. Componentes destes processos energéticos incluem a
taxa, a eficiéncia e a interacdo dos metabolismos creatina-fosfato, anaerébio e aerébio nos
musculos e do fornecimento de glicose e oxigénio por meio do sistema cardiovascular.
Cavalos desempenham diferentes tipos de exercicio fisico, variando de predominantemente
anaerdbio para predominantemente aerdbio. Corridas curtas de cavalos da raga Quarto de
Milha (201 a 503 metros) sdo predominantemente anaerObias, j& algumas classes de
exercicios de arena, como apartacéo e rédeas, modalidades desempenhadas pela linhagem de
trabalho da raga Quarto de Milha, intercalam curtos turnos de exercicio anaer6bio com
maiores periodos de atividade aerdbia (13). Por sua vez, as corridas longas da raca PSI (800 a
3.218 metros) sdo predominantemente aerdbias.

O masculo esquelético nos mamiferos demonstra alto grau de plasticidade e se adapta
rapidamente a diferentes exercicios. Esta adaptacdo € devido as respostas ao tipo de
contracdo, intensidade dos exercicios, nivel de oxigénio e, principalmente, aos exercicios ou
treinamentos envolvendo resisténcia muscular (14,12). Os tipos de fibras musculares podem
ser classificados com base na fonte primaria de energia (oxidativa/aerobia ou
glicolitica/anaerdbia) e velocidade de contracdo. Em mamiferos séo classificadas como; tipo |
ou oxidativa (contracdo lenta) e; tipo Il ou glicolitica (contracdo rapida), podendo a ultima ser
dividida em diferentes subclasses como, tipos IIA, 1B, 1IC e 1IM (15). Levando-se em
consideracdo o tipo de treinamento fisico, as concentracdes do oxigénio no tecido muscular
podem variar e atuar sobre a regulacdo de seu metabolismo (oxidativo ou glicolitico). Em
humanos foi constatado que treinamentos de resisténcia elevam o volume de oxigénio
méaximo (VO, max) e o metabolismo aerdbio. Estes efeitos sdo provocados, em parte, por
meio de um aumento de até 40% na densidade de capilares e de até 30% no nimero de
mitocéndrias musculares, juntamente com o aumento da proporcao das fibras oxidativas (16).

Adenosina trifosfato (ATP) é a fonte de energia utilizada pelas fibras musculares para
contracdo. Durante o trabalho muscular, o ATP ¢ hidrolisado em adenosina difosfato (ADP)
por meio da enzima miosina-ATPase, liberando fosfato inorganico e energia para a contracao.
A adenosina difosfato (ADP) resultante da hidrolise do ATP é fosforilada a partir de creatina-
fosfato, com funcdo de manter os niveis de ATP celular constantes. Para a obtencdo de ATP,
o animal pode utilizar os estoques de creatina-fosfato ou do glicogénio muscular
(metabolismos anaerdbio e aerobio). Entretanto, como o estoque de creatina-fosfato no
musculo é muito pequeno, essa via metabdlica de producdo de ATP predomina apenas nos
primeiros segundos — explosédo (15).

Quando o musculo utiliza o glicogénio de reserva para obtencdo de energia sob a forma
de ATP, a glicose é convertida em piruvato e durante 0 metabolismo aerdbio, o piruvato é
oxidado pelo oxigénio molecular, em CO; e H,O. A via aerdbia produz grande quantidade de
ATP, porém leva longo tempo para isso devido as numerosas reacfes que ocorrem na
glicolise. Em exercicios fisicos de curto tempo e maiores intensidade, 0s animais necessitam
de producdo mais rapida de ATP e o oxigénio fornecido aos tecidos musculares pode ndo ser
suficiente para oxidar totalmente o piruvato (17). Nestes casos, a producdo de energia
acontece predominantemente pelo metabolismo anaerébio e a glicose € convertida em
piruvato e depois em lactato pela via da fermentacdo lactica, obtendo ATP sem recorrer ao
oxigénio (18). Desta forma, a via glicolitica anaerdbia gera acumulo de lactato e de prétons
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H* no musculo e no sangue, 0 que constitui a principal causa da fadiga e da dor muscular
(19,20).

Outra possivel causa da fadiga seria a incapacidade de utilizacdo do fosfato inorgénico
(Pi) formado na hidrdlise do ATP em ADP para a restauragdo do ATP. Desta forma, o Pi se
acumula no citoplasma na forma de KH,POy4, que, por sua acidez, atua diretamente sobre as
proteinas contrateis, diminuindo sua capacidade de desenvolver tensdo dentro dos sarcémeros
(15).

Marcadores moleculares

Marcador molecular é toda e qualquer variacdo oriunda de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA (regides expressas ou ndo do genoma). Ao se verificar que esses
marcadores segregam de acordo com as leis mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou
apresentam distribuicdes compativeis com as esperadas para caracteristicas poligénicas,
marcador molecular é¢ também definido como marcador genético (21). Neste sentido,
marcadores de DNA sdo um tipo de marcador molecular e, na maior parte das vezes,
marcadores genéticos. Do ponto de vista molecular ocorrem trés tipos principais de variacdes
na molécula de DNA, as regides repetitivas (minissatélites e microssatélites), as insercdes e
delecdes (InDels) e as alteragdes de uma Gnica base (Polimorfismos de Nucleotideo Unico -
SNPs).

Marcadores moleculares permitem que os genotipos dos individuos sejam determinados
em muitos loci (22), possibilitando que parametros genético-populacionais como frequéncias
alélicas e genotipicas sejam estimados. Estas informagdes permitem a comparacdo de
frequéncias entre populagdes e revelam diferengas em suas composi¢coes geneticas que podem
contribuir para variagdes fenotipicas (23). Isto € possivel tendo em vista que ao longo da
domesticacao e formacéo das ragas, os animais domésticos experimentaram a selecédo natural
e a artificial. Estas pressdes de selecdo levaram ao aumento da frequéncia de algumas
mutacOes em regides especificas do genoma, as quais tornaram os individuos mais adaptados
ou deram a eles caracteristicas favoraveis com base na demanda humana. Ao mesmo tempo,
outros polimorfismos apresentaram diminuicdo de frequéncia ou eliminacdo completa.

Entretanto, para a identificacdo das regides do DNA responsaveis por caracteristicas de
interesse, recorreu-se durante muito tempo a algumas estratégias diferentes, como a
localizacdo de QTL pela analise de regides microssatélites do maior niumero possivel de
individuos de grandes familias, originarias de acasalamentos direcionados (24). Porém, a
aplicacdo dessa ferramenta esbarrava na dificuldade de se constituir familias para o estudo, no
elevado custo para a manutencdo dos animais, principalmente em espécies, cujo intervalo
entre geracdes € grande (caso dos bovinos e equinos), e na quantidade de trabalho e tempo
necessarios para a coleta dos dados moleculares. Além disso, apés a identificacdo do QTL
ainda havia longo caminho a percorrer até a descoberta dos genes e polimorfismos
diretamente implicados com o fenoétipo.

Metodologia alternativa para minimizar essas dificuldades foi a busca de genes
candidatos principais, onde o objetivo é estudar os mecanismos fisioldgicos envolvidos com a
manifestacdo das caracteristicas de interesse, na tentativa de pesquisar variacbes de genes
especificos entre individuos que apresentam fendtipos diferentes (25). A estratégia do gene
candidato tem como maior vantagem o fato de ndo ser obrigatério a genotipagem de grande
namero de individuos de grandes familias originados de acasalamentos direcionados, uma vez
que, a principio, espera-se que o polimorfismo estudado seja determinante direto de variacéo
fenotipica, ou seja, causal ou em forte desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo causal.
Entretanto, polimorfismos que segregam e se encontram associados a caracteristicas
interessantes em animais de certa linhagem ou raga, podem ndo segregar em animais de outras
linhagens ou racas da mesma espécie.
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Além disso, resultados positivos de associagdo entre polimorfismos e caracteristicas de
interesse obtidos para populagdes de animais de uma linhagem ou raga ndo séo imediatamente
aplicaveis a populagdes de linhagens ou racgas diferentes, uma vez que efeitos de substitui¢do
de alelos de um polimorfismo sdo parametros intrinsecos de cada populacdo ou raca em
determinado ambiente (26). Assim sendo, antes de transpor marcadores das populagdes onde
foram identificados para a comercializacdo, é fundamental a corroboragdo dos seus efeitos
sobre as caracteristicas de interesse em diferentes racas e ambientes em processo conhecido
como validagé&o.

Marcadores SNPs

A medida que as sequéncias de nucleotideos dos genomas foram sendo desvendadas,
caracteristica observada foi o grande nimero de variacbes de ponto (um nucleotideo)
encontradas ao se comparar segmentos correspondentes do mesmo genoma. As mais comuns
ocorrem, aproximadamente, a cada 600 bases e sdo denominadas polimorfismos de
nucleotideos unicos ou SNPs.

As substituicbes mais frequentes observadas no DNA envolvem bases nitrogenadas de
mesma caracteristica estrutural, ou seja, sdo trocas entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas
pirimidinas (C/T ou T/C) e sdo denominadas transi¢des. As transversdes sdo substituicdes de
uma purina por uma pirimidina ou o contrario. Essas alteracbes podem ser provocadas por
erros de incorporacédo de bases durante a replicacdo do DNA ou em outros casos, sdo causadas
por agentes ambientais. Caso essas alteragdes ocorram em células germinativas, sejam
transmitidas as geracOes seguintes e se fixem na populacdo a uma frequéncia minima de 1%,
passam a ser denominadas de polimorfismos (27).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcéo regulatoria, bem como
em espagos intergénicos, sem funcdo determinada. Em regides codificadoras, quando resultam
em substituicdo de aminoécido na sequéncia proteica, sdo denominados ndo sinGnimos,
podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em funcdo das caracteristicas dos
aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificacdes estruturais e
funcionais na proteina. Embora SNPs sinonimicos ndo alterem a sequéncia proteica, eles
podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e consequentemente, afetar
a quantidade de proteina produzida. Esta também pode ser afetada quando ocorrem alteragcdes
nas regibes nao traduzidas do RNA mensageiro (5° UTR e 3° UTR). Além disso,
polimorfismos génicos podem promover processamentos alternativos, geracdo ou supressdo
de codons de terminacdo, alteracdo nos cddons de iniciacdo da traducdo e alteracdes no
padrédo de expressao de genes quando a troca de bases ocorre em sequéncias promotoras (28).

Recentemente, polimorfismos intrénicos ganharam importancia pelo fato de ndo mais
poderem ser descartados como possiveis responsaveis diretos por alteracdes fenotipicas.
RNAs nao codificantes transcritos a partir de regibes de introns (micro-RNAS) estdo
envolvidos em diferentes processos bioldgicos tais como os controles transcricional e pds-
transcricional da expressao génica (29).

Estudos em humanos e em espécies de interesse zootécnico mostraram a ocorréncia de
milhdes SNPs ao longo do genoma de um individuo (Human Genome Project Information,
The SNP Consortium LTD, Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, EquCab2.0
SNP Collection). Além dos marcadores SNP serem abundantes, suas bases moleculares
permitem sua distribuicdo homogénea pelo genoma (30).

Marcadores moleculares no melhoramento genético de equinos
Apesar da maior dificuldade de aplicagdo de ferramentas moleculares em estudos
visando a selecdo e o melhoramento genético de equinos em fungdo, entre outros, da
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disponibilidade de animais, as informagdes referentes ao genoma da espécie vém
experimentando expansdo sem precedentes.

De acordo com Chowdhary (31), entre os maiores destaques provenientes da analise do
genoma de equinos estdo o seu sequenciamento completo (EquCab2.0) e, a partir deste, a
identificacdo de 750 mil SNPs com o sequenciamento inicial da égua “Twilight” da raca
Puro-Sangue Inglés, e outros 400 mil detectados em equinos de sete diferentes ragas. Dados
provenientes do sequenciamento de uma égua Quarto de Milha revelaram que dos 3,15
milhdes de SNPs descobertos, 2,8 milhdes sdo SNPs novos, incluindo 18 mil SNPs ndo
sinbnimos e 2,6 mil complexos (32). Como resultado destes desenvolvimentos e da aplicacdo
dos chips de SNPs, pode ser antecipado que, nos proximos anos, as bases genéticas de
importantes caracteristicas monogénicas serdo analisadas com maior acuracia e rapidez e as
caracteristicas complexas/multigénicas de interesse terdo seus componentes genéticos
dissecados.

Ao longo dos ultimos nove ou dez anos, muitas equipes de pesquisa ao redor do mundo
analisaram grande quantidade de genes candidatos individuais buscando a identificacdo de
marcadores potencialmente associados a caracteristicas de interesse em cavalos tais como: cor
da pelagem (33,34,35); doencas (36,37,38); resisténcia a doengas (39,40,41); reproducdo e
fertilidade (42,43); comportamento e temperamento (44,45); e desempenho (14,46-50).

Projetado para permitir a identificacdo de regides gendmicas modificadas pela selecdo e
a identificacdo de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas de interesse nas
principais ragas de equinos criadas atualmente no mundo, o Equine SNP50 BeadChip da
empresa Ilumina (Illumina Inc., USA) constitui-se em poderosa plataforma para a sele¢éo e o
melhoramento genético da espécie, habilitando pesquisadores da area a conduzir vasta gama
de experimentos em que a aplicacdo da genotipagem de polimorfismos de DNA é necessaria.
Ja em sua segunda geracéo, o novo SNP chip equino (Equine SNP70 BeadChip; Illumina Inc.,
EUA) possui aproximadamente 65 mil SNPs, dos quais 19 mil sdo novos marcadores e 45
mil foram validados no Equine SNP50 BeadChip.

Em um primeiro momento, esses chips serviram com sucesso, principalmente, a
identificacdo de SNPs, regides gendmicas e genes relacionados a importantes doencas e
sindromes que acometem determinadas racas tais como lordose (51,52), osteocondrose
(53,54), neuropatia laringeal recorrente (55), nanismo (56) e sindrome do potro lavanda (57).
Mais recentemente, caracteristicas complexas relacionadas ao desempenho em provas
esportivas e aptidoes especificas tem sido alvo de pesquisas por meio de chips de SNPs para
equinos (12,58-60).

Detalhamento da raca Quarto de Milha

O cavalo da raca Quarto de Milha teve sua formacdo na América do Norte, a partir do
século XVII, com a introducéo de equinos de origem arabe e turca, trazidos por colonizadores
europeus. Contudo, seu maior desenvolvimento ocorreu com a ocupacdo do oeste Norte
Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e versateis, com aptiddo a sela e a
tracdo, visto a dificuldade de se manter plantel variado de animais para atender as diversas
necessidades. A populacdo desses equinos cresceu e em 1940 fundou-se a American Quarter
Horse Association (AQHA), primeira envolvendo a raca. Atualmente conta com
aproximadamente cinco milhGes de cavalos registrados em todo o0 mundo (61).

No Brasil existem aproximadamente 424.000 animais registrados junto a Associacdo
Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), desde sua fundacdo em 1969,
tendo impacto relevante no agronegécio nacional do cavalo, visto que estdo avaliados em
aproximadamente US$ 827,3 milhdes, ocupando area de 593,2 mil hectares de propriedades
rurais. A mdo de obra empregada diretamente é bastante significativa, oferecendo 318
mil empregos diretos (média de quatro funcionarios por criador ou proprietario) (61).
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Dentro da raca Quarto de Milha ha subdivisdo em diferentes segmentos de aptiddo,
provenientes de distintos objetivos de selecdo, consideradas linhagens, entre as quais: a de
trabalho, a de conformacédo e a de corrida. A linhagem de trabalho destina-se as provas de
carater funcional, explorando habilidades como agilidade e obediéncia, caracteristicas
consideradas de grande importancia no manejo do gado a campo. Dentro desta linhagem
sempre houve grande interesse na producdo de cavalos com cow sense superior (62). Cow
sense, ou habilidade de trabalhar com o gado bovino, pode ser medida pela capacidade do
cavalo em cercar o gado e apartar do rebanho um animal escolhido (63), com pouca
assisténcia do cavaleiro (62). Acredita-se que o cavalo deve ter a habilidade de perceber e
antecipar os movimentos do bovino para ser um bom apartador (64). A linhagem de
conformagéo enfatiza a morfologia do padréo racial.

A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais quanto a velocidade em pistas
retas e de curta distancia. Destacadamente equinos desta raca tem melhor desempenho em
corridas de curtas distancias do que qualquer outra raca (61), sendo os mais velozes cavalos
do mundo e um dos mais velozes dentre todos os animais, podendo alcancar velocidades de
até 88 km/h e percorrer, a partir de uma posicdo estatica, ¥2 de milha (402 metros,
aproximadamente) em menos de 21 segundos (65). Apesar do efetivo de animais ser
relativamente menor nesta que nas demais linhagens, sua importancia econémica €
substancial, ndo somente por gerar renda por meio de premiacgdes e apostas (US$ 2,5 milhdes
3 (3), mas tambem pelo elevado custo gerado na manutencdo destes animais dentro desta
modalidade esportiva (entre R$ 800,00 e R$ 1.400,00, em média mensal, excluindo-se
medicamentos e procedimentos veterinarios).

Né&o ha estudos de melhoramento genético no Brasil envolvendo a linhagem de trabalho,
basicamente devido a escassez/inconsisténcia de informacdo de desempenho armazenada
atualmente no Stud Book da ABQM. No entanto, desde 2009, esta associacdo vem de modo
regular, registrando dados de desempenho de todos os animais participantes de provas por ela
homologadas, o que permitird no curto prazo, a realizacdo de pesquisas. Pelos mesmos
motivos, que os da linhagem de trabalho, ndo ha pesquisas na area de melhoramento
envolvendo a linhagem de conformacdo. Uma vez que apenas na linhagem de corrida
encontram-se disponiveis dados de desempenho em quantidade e consisténcia suficientes,
somente nela foram realizadas pesquisas envolvendo melhoramento genético (66,67,68).

Um atributo seletivo para o Quarto de Milha de corrida é a pontuacdo conhecida como
indice de Velocidade (1V), que é obtido durante sua campanha, com o intuito de classificar o
desempenho do animal. Seu calculo estd relacionado com o tempo obtido na corrida
ajustando-se para diferentes distancias percorridas. Os animais com IV superior acabam sendo
valorizados economicamente e sdo utilizados mais intensamente na reproducdo e, portanto,
interferindo na formacdo da linhagem. O IV foi criado nas corridas da raca Quarto de Milha
com o intuito de permitir comparacdo de desempenhos entre os animais em diferentes
condicdes (distancias, hipédromo, clima, pais) (69).

Cada hipodromo tem sua propria tabela de IV para cada distancia, que é elaborada a
partir da média das trés vitorias mais rapidas (trés melhores tempos) para cada um dos trés
Gltimos anos consecutivos, sendo que o valor da média destes nove tempos equivalerd ao 1V
igual a 100 (68). Os pontos de IV séo inteiros e variam de acordo com o tempo, ao nivel de
centésimos de segundo, seguindo ajustes em acordo com a distancia percorrida. A tabela de
IV (Tabela 1) faz a conversdo do tempo em pontos do 1V com ajustes pelas distancias. Como
exemplo, nas distancias de 365 metros (m), 402 m e 503 m, a cada 4 centésimos de segundo, a
mais ou a menos, que um animal obtém, em relacdo ao tempo que representa o indice de
velocidade igual a 100, diminui-se ou acresce-se um ponto neste indice. Assim, ao se
considerar que a média das nove vitorias (IV = 100) foi de 22 segundos para 0s 402 m, o
animal cujo tempo se situe entre 22,01 e 22,04 tera IV igual a 99, se o tempo estiver entre
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22,05 e 22,08 0 IV sera 98, e assim por diante. Por outro lado, se o tempo estiver entre 21,96 e
21,99 sera acrescido em um ponto, obtendo o IV 101, e os que tiverem tempo entre 21,92 e
21,95 seus IVs serdo de 102 pontos, e assim sucessivamente. Para distancias menores, 0
calculo do IV é realizado considerando-se menor varia¢do do tempo, Em 320 m se alternaré a
cada 3 e 4 centésimos de segundo, iniciando com 3 centésimos de segundo, enquanto que em
301 m e 275 m serd de 3 centésimos de segundo e em 228 m sera a cada 2 centésimos de
segundo. Esta tabela é valida para animais que correm carregando peso minimo de 53 Kg.
Para aqueles com peso inferior, deve-se acrescentar 5 centésimos de segundo ao seu tempo,
para cada quilo a menos.

Tabela 1. Variagdo para pontuacdo do indice de velocidade (1V), de acordo com a distancia
(metros), tendo como ponto de partida os tempos referentes ao 1V igual a 100.

Tempo (Centésimos de segundo)

4 3e4* 3 2
Distancia(m) 365 320 275 228
402 301
503

* alternados, iniciando-se com trés centésimos.

Com o intuito de se estabelecer um registro para desempenhos, criou-se o Registro de
Mérito em Corridas (Tabela 2), atribuido aos animais com IV igual ou superior a 80 pontos.

Tabela 2. Classificagdo do registro de mérito de acordo com o IV.
indice de Velocidade (pontos)

80a90 91a99 >100
AA AAA AAAT
Registro de (Double (Triple (Top Triple
mérito A) A) A)

Genes candidatos para desempenho em equinos de corrida

O potencial atlético em mamiferos é influenciado por complexa inter-relacdo entre
conjunto de genes e fatores ambientais (49). A contribuicdo genética para potencial atlético
em humanos é bem documentada, no qual mais de 220 genes ja foram descritos (70).

Embora seja provavel que o desempenho atlético em equinos também seja influenciado
por grande nimero de genes, até 0 momento poucas variantes genéticas foram relacionadas a
caracteristica, exclusivamente em animais Puro-Sangue Inglés, entre estas SNPs nos genes
myostatin — MSTN (14,58,59,71), piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 — PDK4 (72,49),
creatine kinase, muscle — CKM e cytochrome ¢ oxidase, subunit 4, isoform 2 — COX412 (50).
Recentemente, um SNP do gene doublesex and mab-3 related transcription factor 3 —
DMRT3 equino foi associado de forma altamente significativa a marcha em equinos de
diversas racas. Esta mutacdo afeta consideravelmente a coordenacdo motora ligada a
locomocdo (73).

Além dos genes mencionados acima, outros dois podem ser considerados de
importancia para o aprofundamento de estudos em razdo do papel fisioloégico desempenhado
por seus produtos. Os genes monocarboxylate transporter 1 — MCT1 e cluster of
differentiation 147 — CD147 estdo relacionados ao controle e retardamento da fadiga muscular
(74). Neste sentido, o estudo de polimorfismos em suas sequéncias podem providenciar
informacdes e ferramentas genéticas Uteis para a selecdo de equinos atletas.
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MSTN — myostatin

O MSTN e membro da familia de genes transforming growth factor-beta (TGF-B), ¢
expresso no tecido muscular esquelético e atua como regulador negativo do crescimento da
massa muscular. Vérias mutacdes ou polimorfismos tém sido identificados no MSTN em
bovinos (75,76), ovinos (77), camundongos (78) e mais recentemente em humanos (79), entre
outros, resultando em fendtipos de hiperplasia e hipetrofia muscular (dupla musculatura).

Polimorfismo do MSTN em cdes de corrida da raca Whippet mostrou-se associado a
aumento da massa muscular e também a habilidade atlética (80). Binns et al. (59) utilizaram
189 cavalos Puro-Sangue Inglés vencedores de corrida na América do Norte e identificaram
por meio chips de SNPs (lllumina Equine SNP50 BeadChip) dois polimorfismos (BIEC2-
417274 e BIEC2-417495) associados a distancia 6tima de corrida. Andlises de bioinformatica
revelaram que estes SNPs com maiores significAncias estatisticas e localizados no
cromossomo equino 18 (ECA18), séo vizinhos ao loco do gene MSTN. Em pesquisa paralela e
publicada no mesmo ano, Hill et al. (58), também utilizando o Equine SNP50 BeadChip em
118 cavalos elite Puro-Sangue Inglés de corrida, divergentes em relacdo a distancia 6tima de
corrida, e identificaram o SNP BIEC2-417495 (localizado no cromossomo 18 a
aproximadamente 690Kb do gene MSTN), como o mais significativamente relacionado a
caracteristica.

Ao analisar o gene MSTN equino em amostra de 148 cavalos Puro-Sangue Inglés
registrados, Hill et al. (14) identificaram um novo polimorfismo (g.66493737C>T) fortemente
associado a distancia otima de corrida, para o qual animais de gendtipo CC mostraram-se
adequados para corridas de distancias curtas (rapidas), animais de genotipo CT para corridas
de distancias médias e animais de genotipo TT para corridas de distancias longas (resisténcia).
Segundo 0s mesmos autores, testes comparativos de associacdo demonstraram
consistentemente 0 SNP ¢.66493737C>T como variante superior na predicdo de aptiddo para
distancias em cavalos de corrida da raca Puro-Sangue Inglés.

De fato, em estudo recente, envolvendo 33 ragas (n = 744), foi encontrada na regido do
gene MSTN assinatura de selecdo em equinos da raca Paint Horse e Quarto de Milha (81).
Com sequenciamento e andlise histolégica demonstrou-se que o SNP em questdo
(9.66493737C>T), localizado no intron 1, e uma variacdo altamente correlacionada (95%) da
regido promotora (SINE de 227 pb), estavam significativamente associados ao volume da
fibra muscular do tipo 11X (81). Atualmente a genotipagem deste SNP é empregada de forma
comercial para auxiliar a predicdo da distancia 6tima de corrida em equinos da raca Puro-
Sangue Inglés.

DMRT3 - doublesex and mab-3 related transcription factor 3

A familia de genes DMRT (DMRT1-8) codifica vasta gama de fatores de transcricdo
cuja funcdo vem sendo bastante estudada em vertebrados e invertebrados. Seus padrdes de
expressdo ndo estdo restritos somente ao desenvolvimento das gbnadas, mas também a outros
processos de desenvolvimento, envolvendo principalmente o sistema nervoso central (82).

O DMRT3 codifica importante fator de transcricdo na configuracdo de circuitos da
medula espinhal, controlando o movimento em vertebrados. Esta envolvido na especificacdo
neuronal, incluindo a subdivisdo de células da medula espinhal, e o desenvolvimento de uma
rede de neurdnios responsavel pela coordenacdo do sistema locomotor que controla os
movimentos dos membros. Por meio do silenciamento deste gene (DMRT3") em
camundongos observou-se menor gasto de tempo de nado e espasmos frequentes nos
movimentos dos membros, quando colocados em &gua, padrao este que ndo foi observado nos
camundongos controle. Em esteira, camundongos DMRT3” tiveram maior dificuldade de
movimentos em alta velocidade e apresentaram passadas significativamente mais longas,
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creditada ao maior tempo no movimento de extensdo. Heterozigotos ndo diferiram dos
controles (73).

Dentre os equinos, naturalmente ocorrem trés padrdes de locomocdo, em ordem
crescente de velocidade: o passo; o trote e o galope. Alguns cavalos podem alternar o padréo
intermediario de velocidade pela marcha, sendo, consequentemente, incapazes de desenvolver
grande velocidade. Em estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS), um marcador foi
significativamente associado com o padrdo de movimento em equinos da rac¢a Islandesa. Apds
sequenciamento da regido foi identificado um SNP (g.22999655C>A) no gene DMRT3
significativamente associado ao tipo de andamento (73).

Em analise inicial com diversas ragas, a frequéncia do alelo A foi préxima a 100% em
ragas marchadoras, com altas frequéncias de homozigotos AA, e 0% em racas nédo
marchadoras (73). Posteriormente, mostrou-se a ocorréncia do alelo A, ainda que em baixa
frequéncia, em ragcas ndo marchadoras (83). De acordo com Andersson et al. (73), a
ocorréncia da variante A do SNP ¢.22999655C>A cria stop codon prematuro que resulta em
proteina de 300 amino&cidos contra 438 do tipo selvagem (alelo C). Assim, o alelo mutante
(A) do gene DMRT3 pode se mostrar prejudicial para ragas de velocidade, diminuindo o
desempenho de cavalos em corridas.

CKM - creatine kinase, muscle

O gene CKM, mapeado no cromossomo equino 10 (ECAL0), codifica um tipo muscular
de isoenzima da creatina quinase encontrada exclusivamente no musculo estriado e envolvida
em processos celulares energéticos, como a fosforilagdo da creatina formando a creatina
fosfatada (creatina-fosfato). Durante exercicio, camundongos CKM nocaute mostraram falta
de explosdo muscular, mas mantiveram as condi¢cdes normais de forca absoluta (84).
Polimorfismos no gene CKM humano tém sido associados com aumento na resisténcia cardio-
respiratOria assim como ao consumo maximo de oxigénio apos vinte semanas de treinamento
(85).

O transcriptoma do musculo esquelético de cavalos Puro-Sangue Inglés mostrou que o
MRNA do CKM ¢ o mais abundantemente expresso, representando 6,9% de todo o transcrito
(48). Por outro lado, estudos indicaram que 0 MRNA do CKM compGe aproximadamente 1%
do transcriptoma musculo esquelético humano (86). A expressdo muito elevada do mRNA do
CKM no musculo esquelético equino em comparacdo ao humano é indicativo da importancia
do produto do gene no fendtipo atlético altamente adaptado do Puro-Sangue Inglés. Em apoio
a estes dados, transcritos do gene CKM equino aumentaram significativamente ap0s quatro
horas de exercicio em esteira e apds periodo de 10 meses de treino (87).

O fator de regulacdo interferon (IRF-1) é um fator de transcricdo mediado por oxigénio
envolvido na biogénese e metabolismo mitocondrial. Em humanos foi demonstrado ser
significativamente ativado apds um periodo de persisténcia no exercicio fisico (88). O SNP
0.15884567A>G do gene CKM equino, localizado no intron 4, rompe um suposto sitio de
ligacdo do IRF-1 (50). Ao investigar o efeito do polimorfismo ¢.15884567A>G do gene CKM
sobre a retrospectiva de desempenho em corridas em 148 animais da raca Puro-Sangue Inglés,
Gu et al. (50) encontraram o alelo A como favoravel para a caracteristica, sendo que
individuos de gendtipos AA e AG apresentaram-se superiores em relacdo aos GG. Os autores
ressaltaram, entretanto, que tais resultados preliminares de associacdo entre o polimorfismo
do CKM e performance em corrida deve ser validado e outras populacGes de equinos antes
que a aplicacdo da informacéo possa ser utilizada.

PDKA4 - piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4
A expressdo do gene PDK4, localizado no cromossomo equino 4 (ECAA4), € coordenada
pelo co-ativador transcricional PGC-1a (89), o qual tem sido identificado como uns dos
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fatores criticos no controle da adaptacéo ao exercicio (90). O PGC-1a ¢ um regulador chave
do metabolismo energético que atua regulando a sensibilidade a insulina pelo controle do
transporte de glicose, mediando a angiogenese induzida por exercicio (91) e coordenando a
biogénese mitocondrial (92).

A regulacdo da utilizacdo da glicose é rigidamente controlada pela captacdo de glicose
pelos seus transportadores, pela taxa de fluxo glicolitico e pela conversdo de piruvato em
acetil-CoA na mitocondria por meio da fungdo catalisadora do complexo piruvato
desidrogenase (PDC). O passo critico limitante da velocidade de oxidacdo da glicose é a
regulacdo da montagem do PDC, que € controlado pela piruvato desidrogenase quinase
(PDK). A PDK bloqueia a formacdo do PDC, resultando na beta-oxidagdo de acidos graxos
para acetil-CoA como substrato para a fosforilacdo oxidativa. A oxidagdo de acidos graxos é
altamente eficaz na geracdo de ATP e é controlada pela expressdao de PDK4 no masculo
esquelético durante e ap6s o exercicio (93).

Eivers et al. (87) identificaram aumento significativo da expressdo do mRNA do gene
PDK4 (+7,4-fold) em musculos esqueléticos de equinos durante a recuperacdo do exercicio
fisico. Considerando-se que variacdo na expressdo génica pode ser fortemente influenciada
por variacdes genéticas estruturais, Hill et al. (49) investigaram a possibilidade de associacdes
entre SNPs identificados no PDK4 e desempenho em corrida de cavalos da raga Puro-Sangue
Inglés. Encontraram o SNP ¢.38973231A>G fortemente associado com a caracteristica, sendo
que individuos de genotipo AA e AG apresentaram maior handicap rating em relacéo aos de
genotipo GG.

COX412 - cytochrome ¢ oxidase, subunit 4, isoform 2

Citocromo c¢ oxidase (COX) e uma enzima multi-subunidade (Complexo V) que
catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo ¢ reduzido para 0 oxigénio na respiracdo
mitocondrial. COX & um dimero no qual cada mondmero € composto de 13 subunidades, das
quais trés sdo codificados pelo genoma mitocondrial (COX1, 2 e 3). O COX4, codificado pelo
DNA nuclear, é responsavel pela regulacdo e montagem das subunidades mitocondriais
codificadas no interior da membrana da organela e tem sido associado com o seu volume. O
COX4 compreende duas isoformas (COX4-1 e COX4-2) codificadas pelos genes COX411 e
COX4l2, os quais sdo diferencialmente regulados em ambientes de normoxia (oxigénio
normal) e hipoxia (falta de oxigénio) (94). Em ambientes com oxigénio normal, o gene
COX4l1 é preferencialmente transcrito. Em ambientes de oxigénio limitado o regulador
principal de resposta a hipoxia, HIF-1 (fator induzivel de hipoxia 1), ativa a transcri¢cdo dos
genes COX412 e LON mitocondrial, o que inibe a expressdao do COX411. Neste sentido, tem
sido proposto que a regulacdo ambiental de COX4-2 pode aumentar a eficiéncia da respiracao
celular (94).

Gu et al. (50) identificaram uma fraca, mas significativa, associacdo entre o SNP
intrénico 0.22684390C>T do gene COX4l2 de equinos, localizado no cromossomo 22
(ECA22), e a retrospectiva de desempenho em corridas utilizando 278 animais da raca Puro-
Sangue Inglés. Animais homozigotos para o alelo menos frequente (T) foram fenotipicamente
superiores aos de genotipo CC e CT. Ainda de acordo com estes autores, o SNP
g.22684390C>T pode ser o causador direto de variacdo na caracteristica uma vez que rompe
um possivel sitio de ligacdo de um elemento de resposta a glicocorticéides (GRE).

MCT1 — monocarboxylate transporter 1 e CD147 — cluster of differentiation 147

Proteinas transmembrana denominadas transportadores monocarboxilatos auxiliam o
organismo na adaptacdo ao estresse fisiologico causado pelo exercicio fisico. Entre 14
diferentes isoformas, a proteina transportadora monocarboxilato tipo 1 (MCT1), codificada
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pelo gene de mesmo nome (MCT1), é uma das mais encontradas em mamiferos e localiza-se
no musculo e na membrana dos eritrocitos (95).

Esses transportadores facilitam o transporte de lactato e outros substratos como o
piruvato, o acetoacetato e o B-hidroxibutirato, para dentro e fora das células por meio da
membrana plasmatica. Este transporte é realizado juntamente com um préton e é controlado
pelo gradiente de ion hidrogénio, portanto, ndo requer utilizacdo de ATP (96). Quando sao
realizados exercicios intensos, a concentracdo de lactato no plasma e nas células vermelhas do
sangue varia consideravelmente e pode aumentar muito, tornando 0s animais extremamente
propensos a fadiga muscular. Essa variacdo da concentracdo ocorre devido a taxa de influxo
de lactato para dentro das hemacias, 0 que € dependente da atividade das proteinas MCTs. A
proteina MCT1 tem como principal funcio transportar os ions H* e lactato do plasma para
dentro dos eritrdcitos, mantendo assim, a homeostase acido/base e retardando a acidose
sistémica e a fadiga.

Os transportadores MCTs necessitam de proteina acessoria para sua correta localizagdo
e acdo na membrana plasmatica. A proteina acesséria da isoforma MCT1 é uma glicoproteina
integrante da membrana plasmatica, pertencente a superfamilia das imunoglobulinas,
denominada cluster of differentiation 147 - CD147 (74), codificada por gene de mesmo nome
(CD147). Segundo Wilson et al. (97), a proteina acessoria € necessaria para a manutengédo da
atividade catalitica dos MCTs e para sua translocacdo para a membrana plasmatica. Segundo
Koho et al. (95), a alta ou baixa capacidade de transporte de lactato € mais intensamente
regulada pela maior ou menor expressao de CD147 do que pela expressdo de MCT1.

Reeben et al. (47) buscaram sequéncias dos genes MCT1 e CD147 em cavalos da raca
Standardbred, para examinar as diferencas entre 0s equinos que possuiam maior e menor
capacidade de transporte de lactato em suas hemacias. Os autores encontraram polimorfismos
no gene da proteina MCT1 (Lys547GIn — AY457175.1:¢c1573A>C) e da proteina CD147
(Met125Val — EF564280.1:c389A>G), no entanto, aparentemente ndo relacionados com a
atividade de transporte de lactato. Mykkéanen et al. (98) estudaram os mesmos polimorfismos
descritos acima em equinos saudaveis e com miopatia, nas racas Standardbred e Finnhorses,
mas ndo conseguiram associar claramente as muta¢des com os sinais fenotipicos nos animais.

Para definir as bases genéticas da expressdo das proteinas MCT1 e CD147 e para
determinar se a baixa expressdo dessas proteinas era devido a variantes no DNA, Koho et al.
(99) buscaram por polimorfismos em equinos das racas Standardbred, Finnhorse, Warmblood
e Icelandic. Os autores encontraram dois SNPs na sequéncia do MCT1: Val432lle: 1498G>A
e Lysb47GIn: 1573A>C, que ndo explicaram a variacdo da expressdao génica. No gene da
proteina CD147, foram encontrados os SNPs ndo sinbnimos Met125Val: 389A>G e lle51Val:
168A>G, além de mais dois SNPs (888G>C e 990C>T) na regido 3 UTR do gene (
responsavel por regular a estabilidade do RNAm). Neste caso, 0s autores concluiram que 0s
SNPs nos nucleotideos 389 e 990 apresentaram efeito sobre a expressdo do complexo de
transporte MCT1 — CD147.

Estudos de genes candidatos para desempenho em corridas no Quarto de Milha

Resultados obtidos a partir do sequenciamento da regido do SNP g.66493737C>T do
gene MSTN mostrou o alelo C fixado na linhagem de corrida da raca Quarto de Milha (n =
30). Dessa forma, a realizacdo de teste associacdo para verificacdo de sua relacdo com
desempenho em corridas ndo foi possivel (100). Em Hill et al. (49), a genotipagem de 35
cavalos Quarto de Milha também mostrou a alta ocorréncia do alelo C (0,9) e do genétipo CC
(CC 0,83; CT 0,14; TT 0,03). Estes resultados demonstram que este alelo vem sofrendo
pressao de selecdo na raga e confirmam a sua relagdo com corridas de curtas distancias.

Na analise de 296 animais de corrida e 68 de trabalho da ragca Quarto de Milha, as
diferencas de frequéncias alélicas e genotipicas se mostraram significativas para 0os SNPs
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g.38973231A>G do gene PDK4 e g.22684390C>T do gene COX4I12 entre as duas linhagens.
O mesmo ndo foi observado quando estas frequéncias foram comparadas entre fendtipos
extremos de corrida. Também ndo houve efeitos significativos no teste de associacéo entre 0s
alelos dos dois polimorfismos e o Indice de Velocidade (V) (Pereira et al., dados nio
publicados). Estes resultados sugerem que os alelos dos genes PDK4 e COX412, relacionados
com melhor desempenho em corridas na raca PSI, estejam relacionados a adaptacbes
benéficas do metabolismo aerdbico e, dessa forma, tenham papéis secundarios no
desempenho em corridas curtas, predominantemente anaerdbicas, na raca Quarto de Milha.

O SNP g.15884567A>G do gene CKM mostrou-se polimérfico em amostra da raga
Quarto de Milha, porém ndo foram encontradas associagdes significativas de suas variantes
com as linhagens de corrida (n = 40) e de trabalho (n = 20), ou com grupos de fendtipos
contrastantes para desempenho dentro da linhagem de corrida (n = 20 de IV inferiores, n = 20
de 1V superiores) (Pereira et al., dados ndo publicados). Com base em sua importancia no
metabolismo energético muscular em exercicios intensos e curtos, era esperado que variacdes
do gene CKM apresentassem papel relevante sobre o desempenho em corridas na ra¢a Quarto
de Milha, ou ainda que estivessem associadas a diferentes linhagens dentro da raca.
Entretanto, a sua relagdo com o metabolismo aerdbio via sua interacdo com o IRF-1 pode
explicar a associa¢do ndo significativa deste SNP com o desempenho em corridas em Quartos
de Milha, visto que a ocorréncia deste tipo metabolismo é praticamente inexistente em provas
desta raca.

O SNP ¢.22999655C>A do gene DMRTS3 foi genotipado em 60 animais da raca Quarto
de Milha, sendo 40 da linhagem de corrida e 20 da de trabalho. Exceto por dois animais
heterozigotos (CA) no grupo de animais de corrida com IV inferiores (n = 20) e um na
linhagem de trabalho (n = 20), todos foram homozigotos (CC). A aparicao do alelo da marcha
(A) do gene DMRT3 apenas em animais Quarto de Milha de corrida de IV inferior e de
trabalho indica a possibilidade de esta alteracdo afetar consideravelmente o desempenho em
corridas (100).

Resultados de trabalho realizado por Regatieri et al. (101) mostraram o alelo A do
polimorfismo do gene MCT1 (AY457175.1:c1573A>C — Lys547GIn) praticamente fixado na
raca Quarto de Milha (n = 40), com apenas um animal heterozigoto (AC). De maneira
semelhante, a genotipagem do polimorfismo do gene CD147 (EF564280.1:c168T>C ou A>G
— lle51Val) mostrou o alelo A fixado na raca de origem americana. Desta forma, ndo foi
possivel determinar a influéncia dos alelos destes polimorfismos sobre o transporte de lactado
do plasma para hemécias e sobre 0 desempenho atlético em corridas da raca Quarto de Milha.

CONSIDERACOES FINAIS

Da mesma forma que para a maior parte das caracteristicas de importancia econémica, o
desempenho em corridas dos equinos Quarto de Milha deve ser governado por grande namero
de genes, localizados em regides cromossdmicas denominadas Locos de Caracteristicas
Quantitativas (QTL).

Embora marcadores de DNA ja sejam utilizados para predicdo de distancias étimas e
desempenhos superiores em corridas para a raca Puro-Sangue Inglés, esses marcadores nao
tém os mesmos efeitos em diferentes racas de igual propdsito (corrida). Esta afirmacdo pode
ser mantida ainda que se considere a linhagem de corrida da raca Quarto de Milha, a qual
possui influéncia genética de PSls que correm distancias curtas.

Considerando ambas as informac@es acima, a realizacdo de estudo amplo de associacao
do genoma (GWAS) em animais Quarto de Milha de corrida sera de grande interesse para a
descoberta e utilizacdo de marcadores genéticos especificos para a selegdo de individuos
superiores e para programas de melhoramento genético nesse segmento da raga.
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RESUMO

Conhecido popularmente como &caro da pena, o Ornithonyssus spp. € um acaro hematéfago,
sendo um dos principais ectoparasitos em avicultura. Este trabalho tem por objetivo reportar a
ocorréncia de infestacdo por Ornithonyssus spp. em um criatorio de periquitos australianos,
em que 50% dos animais vieram a 6bito.

Palavras-chave: &caro, anemia, Melopsittacus undulatus.

INFESTATION BY Ornithonyssus spp. IN A AUSTRALIAN BUDGERIGARS
BREEDING PLACE

ABSTRACT

Popularly known as the feather mite, Ornithonyssus spp. is an haematophagous mite, being
one of the major ectoparasite in the poultry industry. The aim of this study is to report the
occurrence of a parasitic infestation by Ornithonyssus spp. in an Australian budgerigar
breeding, where 50% of the animals came to death.

Keywords: mite, anemia, Melopsittacus undulatus.

INFESTACION POR Ornithonyssus spp. EN UN CRIADERO DE PERIQUITOS
AUSTRALIANQOS

RESUMEN

Popularmente conocido como &caro de las plumas, el Ornithonyssus spp. es un &caro
hematofago, que representa una de las principales plagas en avicultura. En este trabajo se
relata la infestacion parasitaria causada por Ornithonyssus spp. en un criadero de periquitos
australianos, en que fallecieron el 50 % de los animales.

Palabras clave: acaro, anemia, Melopsittacus undulatus.
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INTRODUCAO

Apesar da grande variedade de espécies de acaros parasitas de aves, somente algumas
delas sdo consideradas patogénicas, afetando diversas espécies de aves (1). O género
Ornithonyssus consiste em 4acaros hematdfagos e apresentam uma ampla distribuicéo
geografica, principalmente na América do Norte, Europa e alguns paises subtropicais.

A transmissdo de Ornithonyssus spp. ocorre por contato direto e os sinais clinicos
podem incluir dermatite, perda de peso e lesdes nas penas e pele. Em situagdes de parasitoses
intensas, estes acaros podem produzir debilidade, anemia, prurido, diminuigdo do crescimento
e Obito (2,3).

O presente relato tem por objetivo reportar a ocorréncia de alta infestacdo parasitéaria
por Ornithonyssus spp. em um criatorio de periquitos australianos, que ocasionou um indice
de mortalidade de 50%.

RELATO DE CASO

Duas aves foram trazidas para consulta por apresentar quadro agudo de prurido,
caquexia, debilidade e dermatite. Outras aves do plantel, localizado na cidade de Cruz Alta
(RS), também possuiam os mesmos sinais clinicos, com intensidade variavel. Os sinais
clinicos tiveram inicio ha cerca de um més, com ébitos esporadicos. No entanto, na ultima
semana, o indice de mortalidade elevou-se consideravelmente, com duas a trés aves mortas ao
dia, totalizando desde o inicio do surto 50% de Obitos (25/50). Apds o exame clinico, as
médicas veterinarias responsaveis pelo atendimento apresentaram prurido intenso nos bracos.

Segundo o proprietario, os animais se alimentavam com uma dieta constituida de graos,
propria para periquitos australianos. Nao havia relato recente de entrada de novos periquitos
na criacdo ou contato com outras especies de aves. Nas proximidades do plantel, ndo havia
alojamento de outras aves.

Foram colhidas amostras de sangue das duas aves, com a finalidade de pesquisar a
presenca de hemocitozoérios e determinacao do volume globular (VG). Também foi realizado
exame parasitologico de pele, quando foi possivel a visualizagdo macroscépica de pequenos
pontos moveis de coloracdo esbranquicada. Apos, tais estruturas foram colocadas entre lamina
e laminula para observacdo em microscopia de luz.

Na pesquisa do esfregaco sanguineo nao foi encontrado nenhum tipo de hemocitozoario.
Os valores de VG dos animais revelaram anemia. Ja 0 exame parasitologico de pele,
evidenciou presenca de acaros do género Ornithonyssus spp. .
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Figura 1. Ornithonyssus spp. em periquito australiano. A: Extrema fraqueza e debilidade da
ave devido a alta infestacdo parasitaria. B: Deteccdo do &caro hematéfago Ornithonyssus
spp. apds realizacdo do exame parasitoldgico.

Apbs o diagnéstico de infestacdo por acaros, instituiu-se o uso de ivermectina (Allax®),
duas gotas (0,002 mg/ave) na regido cervical da ave, dose Unica. Com esse tratamento, as aves
demonstraram evidente melhora nos sinais de infestacdo ja em uma semana. O local e fomites
presentes no ambiente foram higienizados para evitar reinfestacdo. Vassoura de fogo foi
passada nas paredes e piso, apos a retirada dos animais do local.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os acaros do género Ornithonyssus spp. estdo adaptados a uma grande diversidade de
espécies de aves, tanto domésticas como silvestres (4). No entanto, é mais frequente observar
relatos desse parasita acometendo a avicultura industrial (5), sendo incomuns os relatos em
psitacideos.

Os principais sinais associados a sua infestacdo sdo irritacdo intensa, estresse, prurido,
perda de peso, debilidade, anemia e lesdo nas penas e pele, podendo chegar a ser letal
sobretudo em animais jovens e de racas pequenas, como no presente caso (6). Os sinais
dermatoldgicos de prurido e dermatite, aliados a informacéo epidemioldgica de que os demais
animais do plantel também apresentavam sintomatologia semelhante, levou a suspeita inicial
de doenca infectocontagiosa.

O diagnostico de dermatites causadas por acaros requer a detec¢do do parasita (7). O
ciclo de vida de Ornithonyssus ocorre integralmente no hospedeiro, nas penas e na superficie
da pele (8). As fémeas adultas de Ornithonyssus spp. se diferenciam de Dermanyssus spp. por
apresentar queliceras alongadas com digitos moveis no extremo; o escudo genito-ventral é
menos largo arredondando-se mais abruptamente na area posterior e o escudo dorsal se
estreita da mesma forma posteriormente (9), o que permitiu seu diagndstico e sua
diferenciacéo.

Ornithonyssus spp. ¢ hemat6fago e potencialmente patogénico (2). Assim, é possivel
compreender a intensidade dos sinais clinicos apresentados pelas aves, uma vez que a severa
anemia causada levou a mortalidade de 50% do plantel. O exame para detecdo de
hemoparasitoses descartou a possibilidade de infeccdo concomitante, o que poderia agravar
ainda mais o quadro hematoldgico. Apesar das proteinas plasmaticas totais (PPT) ndo terem
sido mensuradas nesse caso, € possivel que 0s animais apresentassem hipoproteinemia devido
a espoliacdo pelos ectoparasitas, bem como, pela caquexia ocasionada pela alta infestacéo dos
mesmos.
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Quando um lote de aves apresenta um grau de infestacdo muito elevado, assim como
observado no presente relato, o 4caro também pode ser encontrado nas fezes que ficam em
baixo das gaiolas, nos ovos produzidos e infestando o trabalhador que cuida das aves,
causando irritacdo, alergias e dermatites (10). O contato direto de aves parasitadas por acaros
de pele e penas facilita a transmissdo destes para 0 homem (11). E relevante salientar que as
médicas veterinarias também foram acometidas pelo parasita durante o atendimento clinico
das aves, apresentando lesbes eritematosas e pruriginosas. Tais lesdes ja foram previamente
relatadas em humanos (7). Houve também contaminacdo do ambulatério clinico onde os
animais foram atendidos.

Em criatérios de passaros ornamentais, sempre que novas aves forem introduzidas é
essencial que se faca quarentena em locais distantes dos criatorios. Deve-se ainda evitar a
proximidade com outros passaros, em caso de exposicoes ou competicdes (11). O proprietério
dos animais ndao soube informar uma possivel fonte de contaminacdo para 0s animais do
relato. Contudo, foi alertado para condutas corretas de manejo e quarentena para o criatorio.

O uso de ivermectina e moxidectina via intramuscular e intraperitonial em aves de
postura demonstrou ser efetivo por curto periodo de tempo em altas doses (12). No presente
relato, foi utilizada a ivermectina em dose terapéutica, uso topico. A medicacdo demonstrou
ser eficaz e segura para 0s passaros ornamentais, sem manifestacdo de efeitos adversos.

Distintos patdgenos com potencial zoonotico podem acometer passaros ornamentais,
bem como outras aves domésticas. Em particular os acaros, como o Ornithonyssus spp.,
quando em infestagdes intensas, podem trazer prejuizos significativos aos criatérios, como
anemia grave e morte das aves. Para evitar tais transtornos, medidas basicas de higiene
pessoal e ambiental, controle de entrada de outros animais e de aves silvestres nos
alojamentos e quarentena na introducdo de novos passaros podem ser adotadas, minimizando
o risco de ocorréncia de doencas.

Uma vez que no criatorio alguns exemplares apresentem comportamentos incomuns,
atencdo deve ser requerida para que, rapidamente, sejam investigadas possiveis infestacdes
por tais parasitas. Com essas medidas profilaticas e utilizando meios de diagnostico
adequados e indicacdo terapéutica eficaz, € possivel o controle do Ornithonyssus spp. em
criatorios de periquitos australianos.
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ABSTRACT

A case of slaframine toxicosis has been reported in a seven year-old, half-breed horse
weighing 400Kg, used for traction. The animal demonstrated excessive salivation as the
clinical sign and it was maintained on a pasture with red clover (Trifolium pratense). Upon
the inspection of the pasture, observed leaves changes compatible with infection by
Rhizoctonia leguminicola. The suspicion was slaframine toxicosis, and removal of the animal
from the pasture with clover was indicated as treatment. The clinical sign stopped 24h after
the feed had been withdrawn confirming the therapeutic diagnosis.

Keywords: ptialism, alimentation, clover, micotoxicoses.

INTOXICACAO POR ESLAFRAMINA EM EQUINO NO ESTADO DE SANTA
CATARINA

RESUMO

Relata-se um caso de intoxicacdo por eslaframina em um equino, mestico, macho, de sete
anos de idade, pesando 400 kg, utilizado para tracdo. O animal apresentava como sinal clinico
salivacdo excessiva, permanecia em piquete formado de trevo vermelho (Trifolium pratense).
A inspecdo da pastagem foram observadas alteracdes foliares compativeis com infeccéo por
Rhizoctonia leguminicola. A suspeita foi intoxicacdo por eslaframina, e como tratamento o
animal foi retirado da pastagem de trevo. Apds 24h o animal cessou o sinal clinico de
salivacdo excessiva, confirmando o diagnostico terapéutico.

Palavras-chave: ptialismo, alimentacdo, trevo, micotoxicose.

INTOXICACION POR ESLAFRAMINA EN EQUINO EN LA PROVINCIA DE
SANTA CATARINA

RESUMEN
Se relata un caso de intoxicacion por eslaframina en equino, mestizo, macho, de siete afos de

edad, con peso de 400 kg, de utilizacién para traccion. EIl animal presentaba como sefial
clinico salivacion excesiva, permanecié en area con formacion por el trébol rojo (Trifolium
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pratense). Por la inspeccion del pastaje fueron observadas alteraciones en las hojas,
compatibles con infeccion por Rhizoctonia leguminicola. La sospecha fue intoxicacion por
eslaframina, como tratamiento se fue retirado el animal de la pastaje de trébol rojo. Después
de 24h el animal ceso el sefial clinico de salivacion excesiva, cuando se confirma el
diagndstico terapéutico.

Palabras clave: ptialismo, alimentacidn, trébol, micotoxicosis.
INTRODUCTION

The slaframine is an indolizidine alkaloid produced by the fungus Rhizoctonia
leguminicola (1), affecting various plants, more pertinently described herein those used as
fodder for animal feed such as red clover (Trifolium pratense) white clover (Trifolium repens
L.), alfalfa (Medicago sativa) (2,3) associated with high temperature and humidity conditions,
and the fungus does not grow at temperatures below 25°C (4,5).

Slobbers syndrome affects horses and ruminants that ingest such plants, either raw or in
the form of hay containing slaframine causing excessive salivation (drooling) which may
extend from a few hours to days depending on the amount and individual sensitivity to the
ingested compound. Other clinical signs may include anorexia, diarrhea, frequent urination,
epiphora, colic and abortion syndrome (3). After hepatic metabolism, the slaframine is
converted to its active form 6-ketomina with acetylcholine similar structure, with
parasympathomimetic effect on exocrine glands, particularly the salivary glands and the
pancreas due to its high affinity for muscarinic receptors of type 3 (6,7,8).

Clinical signs are shown in a short period and animals usually recover shortly after
ingestion, it may cause some distress to the owners when faced with their animals affected by
the mycotoxin (1,4). The diagnosis can be therapeutic, restricting access to contaminated
food, by the identification of Rhizoctonia leguminicola or slaframine compound in the
suspected food or by slaframine detection in plasma samples of affected animals (1).

This study aims to report the poisoning slaframine in an equine after ingestion of red
clover in southern Brazil.

CASE REPORT

A seven year-old gelding crossbreed horse weighing 400Kg, used for traction, member
of the Extension Program "Amigo do Carroceiro” was attended at Veterinary Hospital of
Agroveterinary Sciences Center (CAV), from Santa Catarina State University (UDESC),
Lages, SC, Brazil, presenting a chart of excessive salivation for four days. The animal
consumed food and water normally, it had no regurgitation and feces and urine were normal.
It was maintained on a pasture with red clover (Trifolium pratense), and received commercial
animal feed around three kg per day, mineral and water ad libitum. The intense salivation was
observed by the owner 24 hours after the introduction of the animal in the pasture with red
clover. The cause remained stable with no other clinical alterations. Normothermia, heart rate
(36 beats/min), respiratory rate (16 breathing/min), strong pulse, dehydration degree lower
than 5% and regular nutritional status were observed at the physical examination. The animal
presented excessive salivation (Figure 1) without lesion in the oral cavity or tongue at
inspection and no esophageal obstruction at nasogastric tube. There was normal ingestion of
water and alfalfa hay when offered, without dysphagia or regurgitation. Use of cholinergic
drugs or cholinesterase inhibitors, which could lead salivary stimulation, was not stated. Upon
the inspection of the pasture, black patches in concentric circles on the leaves of red clover
compatible with infection by Rhizoctonia leguminicola fungus were found (Figure 2). The
suspicion was slaframine toxicosis and the removal of the animal from the pasture with clover
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was indicated as treatment. The clinical sign of intense salivation (sialorrhoea) stopped by 24h
after the feed had been withdrawn confirming the therapeutic diagnosis of slaframine
toxicosis.

Figure 1. Seven year-old gelding crossbreed horse, used for traction, presenting a chart of
excessive salivation (sialorrhoea) due to slaframine toxicosis in red clover (Trifolium
pratense) contaminated by Rhizoctonia leguminicola fungus.

L

L : -
Figure 2. Leaves of Red clover (Trifolium pratense) with black patches indicating the
presence of the fungus Rhizoctonia leguminicola.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The slobbers syndrome was first described in cattle in the 30s, although the condition
probably has already been observed previously (2,5). Diagnosis of poisoning requires
complete physical examination, the main finding is excessive salivation, associated with
exposure to forage presenting phytopathological changes consistent with infection by fungus.
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Resources for the isolation and identification of Rhizoctonia leguminicola or slaframine
detection are limited and unnecessary in most cases, although chromatographic methods for
the detection of toxin in hay, plasma and milk had been reported (1,3,7).

Wijnber et al. (9) described the slobbers syndrome outbreak in horses ingesting the
Netherlands Red clover where salivation was the only clinical signs presented. Borges et al.
(3) reported an outbreak of slaframine in Mangalarga Paulista breed horses in Brazil after the
alfalfa hay was contaminated, but the majority of cases involve eating clover. Physical
descriptions of changes in leaf clover observed in the present report (circular concentric
blackened spots) are similar to those described in the literature for the fungus Rhizoctonia
leguminicola observed by other authors (2,3,7).

According to Schmitz (10), the clinical signs of acute drooling accompanied by the
identification of the fungus Rhizoctonia leguminicola are sufficient to establish the diagnosis.
Even if the toxin present in clover contaminated with the black spots have not been analyzed,
the typical clinical signs and resolution after removal of clover horses and the absence of
lesions in the oral cavity justifying a diagnosis of poisoning slaframine (9). Generally, it does
not require any treatment, because the animals can recover spontaneously when contaminated
food source is removed, yet the clinical signs may persist for 1-2 days (7). In severe cases, the
use of atropine was used with questionable effectiveness. In horses and ruminants
gastrointestinal side effects may occur with atropine (1,4).

As prevention, owners should be aware of the typical appearance of forage or hay
infected and instructed not to allow the animal to have access to the suspected food or only
allow access to a limited number of animals in order to verify some clinical demonstration

(1.
This case report underlines the inclusion of slaframine intoxication in the differential
diagnosis of cases of excessive salivation in horses.
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RESUMO

A infeccdo da glandula mamaria pode ser causada por varios patdgenos, sendo 0s principais
causadores Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Relata-se caso incomum de mastite
necrosante em cadela no pds-parto causada pela associacdo de Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. hemoliticos, com énfase ao diagnostico e evolucdo apos o tratamento. No
momento do primeiro atendimento, o animal apresentava estado geral ruim, caquexia,
desidratacdo, apatia, aumento de temperatura corpérea. Diversas mamas de ambas as cadeias
mamarias apresentavam secrecdo lactea evidente, areas arroxeadas com aumento de volume e
temperatura local. A terapia antimicrobiana empirica com ceftriaxona foi iniciada. Cinco dias
apos o primeiro atendimento, foram evidenciadas areas ulceradas com perda de tecido
necrotico. Staphylococcus e Streptococcus B-hemolitico foram isolados. O tratamento tépico
com glicerina iodada 10% e pomada a base de digluconato de clorexidina foi adicionado ao
uso parenteral de ceftriaxona e esta conduta mostrou-se eficiente neste caso. A apresentacéo
clinica foi revertida e observou-se cicatrizacdo dos tecidos acometidos.

Palavras-chave: canino, glandula mamaria, necrose, Staphylococcus, Streptococcus.
NECROTIZING MASTITIS IN ABITCH: CASE REPORT
ABSTRACT

Mammary gland infections may be caused by several pathogens, the most common are
Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. The aim of the present report is to describe one
case of necrotizing mastitis involving those agents in a post-partum bitch, emphasizing both
diagnosis and evolution after therapy. At the moment of the first consult, the animal was
cachectic, dehydrated, apathetic and presented elevated body temperature. Multiple mammary
glands presented marked milk secretion, edema, increased local temperature and some evident
areas of blue skin. Empiric antimicrobial therapy with ceftriaxone was initiated. Five days
later, necrotic tissue was lost and mammary glands presented extensive ulceration.
Staphylococcus and B-hemolytic Streptococcus were isolated. Topic therapy with 10%
glycerinated iodine and chlorhexidine gluconate ointment was added to antimicrobial therapy
and this management was proven efficient in this case. Clinical presentation was reversed and
a perfect tissue recovery was observed.

Keywords: dog, mammary gland, necrosis, Staphylococcus, Streptococcus.
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MASTITIS NECROTIZANTE EN PERRA: RELATO DEL CASO
RESUMEN

La infeccion de la glandula mamaria puede ser causada por diversos patdgenos, siendo la
causa principal el Staphylococcus spp. y Streptococcus spp. El objetivo de este trabajo es
presentar un caso de mastitis necrotizante en una perra postparto causada por estos agentes,
abordando el diagndstico y el tratamiento. El animal mostré un mal estado general, caquexia,
deshidratacion, apatia, aumento en la temperatura corporal y ambas cadenas mamarias
presentaron secrecion de leche evidente, areas de color parpura con aumento en el volumen y
la temperatura local. La terapia antibidtica empirica se inicié con ceftriaxona. Cinco dias
después de la primera visita, se evidenciaron regiones con ulceras y pérdida del tejido
necrético. Staphylococcus y Streptococcus B-hemolitico se aislaron. El antibiotico de eleccion
es la ceftriaxona y tratamiento topico fue realizado con glicerol yodado al 10% y pomada a
base de digluconato de clorhexidina, ambos eficientes para el caso reportado. Por lo tanto, el
cuadro clinico que el animal presentaba fue resuelto y se evidencié una cicatrizacion perfecta
de los tejidos.

Palabras clave: canino, glandula mamaria, necrosis, Staphylococcus, Streptococcus.
INTRODUCAO

A glandula mamaria é uma glandula cutanea, assim como as sebaceas e sudoriparas (1)
e se origina do ectoderma embrionario. Existem diversas patologias que acometem a glandula
mamaria, dentre as quais a mastite, caracterizada por inflamacdo mamaria, na qual seus
principais eventos sao: alteracdes fisicas, quimicas e bacteriologicas no leite e alteracdes no
tecido da glandula mamaria (2-4).

Em cadelas a mastite pode ocorre apos episodios de pseudociese ou parto (1,4-7),
geralmente relacionada a perda da ninhada, producédo lactea excessiva em relacdo ao tamanho
da ninhada ou falta de higiene. A infeccdo da glandula mamaria pode levar a uma
disseminacdo sistémica do patdgeno e também acometer outros érgaos como, por exemplo, o
atero (7).

Vérios patdgenos podem causar infeccdo intramamaria e 0S mais comuns S&o
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Escherichia coli (4,8). A mastite necrosante € uma
afeccdo frequente em pequenos ruminantes (2,8,9) e incomum em éguas, cadelas e gatas (1)
sendo o Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, E. coli e
Clostridium sp. os principais causadores deste tipo de mastite (6).

A mastite se apresenta sintomatologicamente nas formas, aguda e crbnica. Na fase
aguda, a glandula mamaria apresenta secrecdo anormal, sensibilidade dolorosa a palpacao,
rubor, aumento de temperatura regional, depressao e quadro febril (6). Com a progressao do
caso, podem ser encontrados nodulos mamarios, enrijecimento difuso do parénguima
mamario, pontos de necrose e fistulas que drenam pus (6,7), além de sinais sistémicos.

Entretanto, sdo raros os relatos descrevendo mastite necrosante em cadelas. Desta
forma, relata-se caso de mastite necrosante em cadela, abordando achados clinicos,
diagndstico e tratamento.

RELATO DO CASO

Relata-se caso de mastite necrosante em cadela sem raca definida, ndo castrada, adulta,
pesando 16 Kg, apresentando aumento significativo das glandulas mamérias, atendida no
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A anamnese, o proprietéario referiu que o animal foi encontrado em terreno baldio dois
dias antes do atendimento. O animal ndo estava se alimentando e bebia agua varias vezes ao
dia. Apresentava aumento das mamas e frequentes lambeduras nesta regido, com presenca de
secrecdo lactea. Nao foi achado nenhum filhote neste mesmo local onde a fémea foi
encontrada, mesmo apds Varias buscas.

Ao exame clinico, o animal apresentava mucosas hipocoradas, desidratacdo (8%),
caquexia, apatia, alteracdo da temperatura corporea (39,6°C), vasos episclerais ingurgitados,
frequéncia cardiaca 200 bpm e frequéncia respiratéria 52 mrpm, com evidente aumento de
volume e temperatura em ambas as cadeias mamarias, areas de pele enegrecidas e presenca de
secrecdo mamaria de coloracdo amarelada (Figura 1). A palpacdo abdominal verificou-se
aumento de volume de cornos uterinos, sugestivo de puerperio.

A colheita de sangue foi efetuada para a realizacdo de hemograma e exames
bioquimicos. Os achados hematoldgicos revelaram anemia normocitica e normocrémica, e
leucograma caracterizado por leucopenia, linfopenia e monocitose. O exame bioquimico
revelou hipoproteinemia e hipoalbuminemia. Para a realizacdo do exame microbioldgico, a
cadela foi devidamente contida sobre uma mesa em decubito lateral esquerdo. O local de
colheita foi higienizado com compressa de gaze estéril embebida em digluconato de
clorexidina 2%, enxaguado com solucdo fisiologica estéril e secado com compressa de gaze
estéril. A secrecdo da glandula mamaria foi colhida com swab estéril, este foi colocado em um
frasco contendo meio de transporte Stuart e, em seguida, enviado ao laboratério para cultura e
antibiograma.

O diagnostico de mastite foi realizado com base na apresentacdo clinica do animal. De
imediato, foi submetido & fluidoterapia (Ringer-Lactato®10mL/Kg/hora) visando a hidratacdo
e iniciou-se o tratamento parenteral com administracdo de ceftriaxona (20mg/Kg) BID
durante 10 dias por via intramuscular, meloxicam (0,1mg/Kg) SID durante trés dias por via
oral, massagem local com pomada iodetada e uso do colar elisabetano para evitar lambedura.
Para restabelecer o apetite, indicou-se que a fémea fosse alimentada com racdo umida.

A amostra contendo a secrecdo foi cultivada em meio seletivo de Agar MacConkey e
meio de agar sangue ovino (5%), incubados em condicdes de aerobiose a 37°C durante 24 a
48 horas (10). Os micro-organismos isolados foram identificados com base nos achados
macro e microscopicos da colbnia, bem como caracteristicas morfotintoriais e perfil
bioguimico dos isolados (11). O exame citoldgico do contetdo revelou presenca de cocos
Gram positivos, agrupados ou dispostos em cadeias (12). Apos 24 horas de incubacéo, foram
isoladas coldnias opacas, lisas, douradas com mais de 4 mm de didmetro, com zona larga de
hemolise parcial ou incompleta ao redor, associado a coldnias pequenas e transldcidas,
mucoides, apresentando hemdlise completa ao seu redor (11,12).

Os agentes isolados ap6s 48 horas foram caracterizados como Staphylococcus e
Streptococcus B-hemoliticos. Logo apods, foram submetidos ao teste de sensibilidade
microbiana in vitro, pelo método de difusdo em discos Clinical Laboratory Standards
Institute-CLSI (13). Ambos os isolados apresentaram-se sensiveis a ceftriaxona ja utilizada no
tratamento instituido empiricamente.

Apos cinco dias, o animal retornou ao atendimento, com ulceracdo das mamas, perda de
toda a porcdo de pele necrosada e desprendimento do parénguima das glandulas afetadas,
porém com melhora significativa do estado geral (Figura 2). Assim, acrescentou-se ao
tratamento o curativo topico com glicerina iodada a 10% e pomada a base de digluconato de
clorexidina (em quantidade suficiente para cobrir toda a area afetada) até a completa
cicatrizacdo. O animal retornou ao ambulatorio 35 dias depois, apresentando cicatrizacdo da
area afetada (Figura 3) e bom estado geral.
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Figura 1. Estado geral da cadela, apresentando mastite necrosante severa com areas de pele
enegrecidas em glandulas mamarias, primeiro dia do atendimento (A) e mamas com presenca
de pele enegrecida com &reas de necrose evidente (B).

Figura 2. Progressdo do caso em cadela com mastite necrosante, apresentando necrose

Figura 3. Cadela com plena recuperacéo e cicatrizagao tecidual das glandulas mamarias, apds
0 termino do tratamento da mastite necrosante.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Sé&o raros os relatos de mastite necrosante em cadelas com detalhes da etiologia e do
tratamento, sendo mais comuns 0s casos descritos em pequenos ruminantes (10). O caso de
mastite relatado ocorreu apds o parto e com auséncia dos fetos concordando, portanto, com 0s
achados de Ververidis et al. (7), os quais relataram maior incidéncia de casos no p6s-parto de
cadelas com morte da ninhada.

Os sinais clinicos apresentados pelo animal neste relato estdo de acordo com os achados
de Jutkowitz (9), Ribeiro et al. (6) e Ververidis et al. (7) em cadela e de Courtney (14) em
gata. Possivelmente houve evolucdo da enfermidade, progredindo da fase aguda para
alteracbes sistémicas, culminando com abscessos caracteristicos da mastite necroética.
Evolugdo semelhante ao presente caso clinico foi descrita por Ververidis et al. (7).

O diagnostico da enfermidade baseou-se na anamnese, exame clinico, cultivo e
identificacdo microbiologica, aliado ao teste de sensibilidade microbiana in vitro
(antibiograma). O tratamento com o respaldo do antibiograma evita o uso indevido de
antimicrobianos, e minimiza a pressao seletiva para bactérias multirresistentes, que podem
levar a baixa taxa de cura e complicagbes que comprometam o estado geral do animal.

Os agentes etioldgicos isolados foram Staphylococcus e Streptococcus B-hemolitico,
ambos bactérias da microbiota de pele e mucosas, oportunistas comumente descritos como
causadores de mastite em bovinos e pequenos ruminantes (10,15), felinos (4,14) e caninos
(4,9,16).

No presente relato, é possivel que a ascensdo dos micro-organismos para a glandula
mamaria tenha ocorrido devido a retengdo de secrecdo lactea pela auséncia dos neonatos e
falta de higiene, ja que este animal foi encontrado em terreno baldio. Situacéo similar também
foi relatada por Jutkowitz (9), que descreveu como vias de penetracdo dessas bactérias os
canais lactiferos devido a traumas, falta de habitos higiénicos nas mamas ou retencao de leite,
podendo ser disseminado por via hematdgena.

Quanto ao tratamento sistémico, optou-se por um antibacteriano de amplo espectro
pertencente ao grupo das cefalosporinas, sugerido na literatura para os casos de mastite em
cadelas (9,16). O tratamento foi realizado antes do teste de sensibilidade, devido ao grave
quadro clinico emergencial apresentado pelo animal, ndo havendo mudanca quanto ao
farmaco recomendado ap6s o resultado do antibiograma, pois ambos os micro-organismos
identificados apresentaram sensibilidade ao farmaco, resultando em éxito na recuperagdo do
paciente.

O curativo tépico mostrou-se eficiente e adequado, observando-se plena recuperacao e
cicatrizacdo tecidual. O diagndstico precoce da mastite, assim como o exame hematoldgico e
o isolamento do agente causal, com o estabelecimento de antibioticoterapia adequada com
base em testes in vitro de sensibilidade aos antimicrobianos foram fundamentais para a
reversdo do quadro clinico e restabelecimento da saude do animal.
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RESUMO

A demodicose é uma enfermidade causada pela proliferacdo exacerbada do 4caro Demodex
canis. A doenca pode ser classificada como adulta ou juvenil e localizada ou generalizada,
sendo identificada como uma das dermatopatias mais frequentes na rotina da clinica médica
de pequenos animais. Objetivou-se com este estudo, relatar dois casos de animais com
demodicose generalizada, um juvenil e o outro adulto.

Palavras- chave: Demodex canis, tratamento, caes.
WIDESPREAD DEMODICOSIS ADULT AND JUVENILE: TWO CASES REPORT
ABSTRACT
The demodicosis is a disease caused by the excessive proliferation of the mite Demodex canis.
The disease can be classified as adult or juvenile and localized or generalized, being identified
as one of the most common skin diseases in the routine of medical clinic for small animals.

The objective of this study was to report two cases of animals with generalized demodicosis, a
juvenile and the other adult.

Keywords: Demodex canis, treatment, dogs.

DEMODICICOSIS GENERALIZADA ADULTA Y JUVENIL: DOS CASOS DE
INFORME

RESUMEN

La demodicosis es una enfermedad causada por la proliferacion excesiva de acaros Demodex
canis.La enfermedad puede clasificarse como adulto o juvenil localizada o generalizada,
siendo identificada como una de las enfermedades de la piel mas comunes en la clinica
médica de rutina de los animales pequefios. El objetivo de este trabajo presentar dos casos de
animales con demodiciosis generalizada, un juvenil y el otro adulto.

Palabras clave: Demodex canis, tratamiento, perros.
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INTRODUCAO

O Demodex canis € um acaro comensal que habita os foliculos pilosos e menos
comumente as glandulas sudoriparas de caninos sem comprometer a integridade do tecido
superficial dos animais. A proliferacdo exacerbada do acaro é a causa da demodicose e que
abre porta de entrada para infeccGes bacterianas secundarias, tornando-a uma das afeccGes
dermatoldgicas mais comuns da clinica medica de pequenos animais (1,2).

A classificacdo desta doenca pode ser feita de acordo com a distribuicdo da lesdo na
pele (localizada ou generalizada) e a idade em que aparecem o0s primeiros sinais clinicos no
animal (juvenil e adulto). De acordo com Plant et al. (3), cdes com inUmeras lesdes, duas ou
mais patas envolvidas, ou com grandes regifes da pele afetada, séo classificados como tendo
demodicose juvenil generalizada (DGJ; desenvolvida antes dos 18 meses de idade) ou
demodicose adulta generalizada (normalmente ocorrida em cées com mais de 4 anos.

O diagndstico da enfermidade, localizada ou generalizada, ¢ realizado facilmente por
raspado profundo de pele. A demodicose localizada frequentemente costuma regredir ndo
havendo necessidade de tratamento na maioria dos casos (1). Por outro lado, a demodicose
generalizada necessita de maior tempo e cuidado por parte do proprietario e do médico
veterinario, visto que o tratamento pode ser demorado e se torna frustrante, quando o animal
ndo reage bem ao protocolo proposto. A lvermectina e Moxidectina da classe das lactonas
macroliticas sdo utilizadas constantemente nos protocolos de tratamento desta afec¢cdo como
alternativas ao uso do Amitraz (1,4,5).

Objetivou-se com este trabalho relatar dois casos de animais com demodiciose
generalizada, uma adulta e outra infantil.

RELATO DOS CASOS

Caso 1

No dia 23 de abril de 2014, no Hospital Veterinario da Universidade de Cuiaba, foi
atendida uma cadela da raca Pit Bull Terrier, ndo castrada, com sete anos de idade, pesando
25,4 kg, que apresentara cio ha dez dias. Neste animal foram evidenciadas lesGes alopécicas
circunscritas, imidas e crostosas no dorso, membros, pescoco e face. No perfil hematologico
foi constatada anemia e trombocitopenia leve, com presenca de erliquiose. O animal foi
tratado com Doxiciclina, via oral, 10mg/Kg/duas vezes ao dia/por 28 dias e Ferro Food® por
via oral/um comprimido/uma vez ao dia, também por 28 dias. No raspado profundo de pele
foi identificado Demodex canis, confirmando o diagnostico de sarna demodécica.

No dia 08 de maio de 2014 a paciente retornou ao hospital apresentando piora nas
lesbes de pele e piodermite, além de prurido intenso, o que causou a ulceracdo da face.
Estabeleceu-se o protocolo de tratamento da pele com Ivermectina, via oral, 0,5 mg/kg /uma
vez ao dia/40 dias, Cefalexina, via oral, 30mg/kg/duas vezes ao dia/ por 7 dias, e banhos a
cada 4 dias com xampu de Clorexidine 4% durante 6 semanas.

O animal retornou trés dias depois apresentando melhora nas lesdes de pele, mas estas
ainda estavam Umidas e alopécicas. Como nao houve reacbes adversas a medicacdo,
recomendou-se continuar os banhos e a Ivermectina. Apos 30 dias (11 de julho de 2014) foi
realizado um novo raspado de pele o qual apresentou ainda resultado positivo para o acaro.

O exame parasitolégico foi repetido apds 21 dias com diagndstico negativo para
Demodex canis. Com esse resultado optou-se por continuar o tratamento e repetir o exame por
mais duas vezes com intervalos de 15 dias. Como ambos foram negativos, interrompeu-se o
tratamento uma vez que o animal foi considerado curado para a enfermidade.
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Caso 2

Foi atendida no dia 09 de maio de 2014 no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Mato Grosso — Campus Sinop, uma cadela, ndo castrada, raca Pug, de cinco meses
de idade, que ha 20 dias apresentara lesbes pruriginosas, que evoluiam com exsudato
amarelado, hiperpigmentacdo e espessamento da pele, localizadas em face, abaixo do pescogo
(Figura la e 1b) e no membro toracico direito. Devido a intensidade e gravidade das les6es foi
possivel realizar o diagnéstico de Demodex canis por meio do imprint da pele.

e RN 3&, % ’ J e )
Figura 1. A) Lesdes pruriginosas, hiperpigmentadas e espessadas, localizadas em face, (B)
LesOes eritematosas e pustulares causadas por infec¢do secundaria na regido do pescoco.

k

>

O tratamento foi iniciado com Moxidectina 1% 0,5mg/kg a cada 72 horas, via oral e
banho com peroxido de benzoila 2,5% uma vez por semana. Apdés 18 dias de tratamento
houve piora clinica com aparecimento de leses pustulares espalhadas pelo corpo, atingindo
também a cabeca. Optou-se, entdo, pela utilizacdo de Cefalexina, por via oral, 30mg/kg/duas
vezes ao dia, por 20 dias. Apos 10 dias da interrupcdo da Cefalexina, observou-se piora
clinica com aumento significativo das lesdes pustulares que se espalharam pelo corpo do
animal. Optou-se por reiniciar a antibioticoterapia em 27 de junho com Enrofloxacina na
dosagem 5mg/kg/via oral/luma vez ao dia. Contudo apOs trés dias de tratamento houve
agravamento do quadro clinico. A antibioticoterapia foi realizada por sete dias e como nao
houve melhora significativa das lesdes pustulares, em seis de julho recomendou-se a
substituicdo completa do protocolo de tratamento da demodiciose, uma vez que em dois
raspados de pele realizados foram encontrados Demodex canis.

Em seis de julho, iniciou-se protocolo de banho com Amitraz 12,5%, na diluicdo de um
mL para 250 mL de agua, aplicado juntamente com a xampu de peréxido de benzoila 2,5%,
por 30 minutos, duas vezes por semana, Cefalexina 30 mg/kg/via oral/duas vezes ao dia, por
30 dias e coleira antiparasitaria contendo Amitraz. Ndo obstante, foi realizada coleta do
exsudato com swab estéril para cultivo bacteriano e teste de sensibilidade frente aos
antibioticos: Amoxacilina/Acido Clavulanico 30pg, Gentamicina 10ug, Enrofloxacina 5ug,
Doxiciclina 30ug, Ciprofloxacina 5ug, Cefalexina 30 pug, Neomicina 30ug, Sulfametoxazol
Trimetropim 25ug, Azitromicima 15ug e Tetraciclina 30pug. Apos 15 dias de tratamento com
0 segundo protocolo, o animal apresentou melhora significativa com preenchimento de pélos
em alguns locais das lesbes, ndo sendo observadas les6es pustulares.

Foram realizados dois exames de sangue, um no inicio do tratamento e outro um més
apos, ndo havendo alteragdes no hemograma e Alanina Aminotransferase (ALT), estando
ambos 0s exames dentro dos padrdes de normalidade para a idade e espécie do animal.

Durante o tratamento o animal ndo apresentou reacGes adversas aos protocolos
utilizados, porém a Moxidectina ndo foi eficaz no tratamento da demodicose.
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DISCUSSAO

Antes de iniciar o tratamento para demodicose ambos 0s animais apresentavam mais de
cinco areas de lesdes alopécicas, eritematosas, crostosas distribuidas pelo corpo, com visivel
piodermite por infeccdo secundaria em algumas regides, assim como relatado por outros
pesquisadores (1,5).

No cultivo bacteriano do segundo caso analisado, foram isoladas duas cepas de
Staphylococcus spp e trés de Streptococcus spp, reforgcando as informagdes de Mueller et al.
(2), os quais afirmaram que é comum a presenca de bactérias Gram positivas em casos de
demodicose com infeccdo bacteriana secundaria, sendo mais comum a presenca de
Staphylococcus pseudintermedius. No teste de sensibilidade antimicrobiana a Doxiciclina
30ug foi a Unica droga a qual ambos, Staphylococcus spp e Streptococcus spp, foram
sensiveis. Silva et al. (6) relatam um percentual de 95,5 de sensibilidade de Staphylococcus
spp. a Doxiciclina e de 98,1% a Cefalexina, o que justifica 0 uso deste medicamento como
sendo de primeira escolha no caso de piodermites com infeccdo bacteriana secundaria.

O tempo de tratamento para ser obtido o primeiro resultado parasitolégico negativo do
animal com demodicose generalizada adulta foi de 56 dias, tempo inferior aos 90+8 dias
relatados por Delayte et al. (4), utilizando a Ivermectina 0,5 mg/kg/via oral associada a
banhos com perdxido de benzoila. O animal ndo apresentou reacdes adversas ao tratamento
com lvermectina, porém Delayte et al. (4), relatam reacdes adversas, como: midriase, émese,
sonoléncia, sialorréia e apatia. A lvermectina € um medicamento com boa margem de
seguranca, porém pode ocorrer intoxicacdo quando a barreira hematoenceféalica é
ultrapassada. Esta sensibilidade as Avermectinas, de modo geral, é causada pela mutagdo do
gene MDR1 (mais comum em Collies) (7).

A demodicose generalizada juvenil (DGJ), que normalmente tem inicio dos primeiros
sintomas entre os trés primeiros meses de vida até os 18 meses de idade, esta mais relacionada
a transmissdo autossdémica recessiva (1). Apesar de ndo ser bem esclarecido, os estudos de
Scoot et al. (1) e Ferrer et al. (8), apontam para uma responsabilidade dos linfécitos T
citotoxicos que sdo ativados por irregularidades na funcdo de linfocitos T helper. Uma
diminuicdo na producdo de interleucina 2 (IL-2) e do namero de receptores para IL-2 nos
linfocitos circulantes indica um defeito no processamento e apresentacdo dos antigenos de
Demodex canis, 0 que conduz a uma resposta inadequada dos linfocitos T helper tipo 1.
Leitdo e Leitdo (9), relatam que a transmiss@o do acaro ocorre por contato da mde com 0s
filhotes e entre os filhotes da ninhada nas primeiras 48 a 72 horas de vida. N&o ha relatos de
transmissdo transplacentaria, uma vez que, em cdes nascidos por cesariana e separados das
maes infectadas e em fetos abortados, o acaro ndo foi encontrado. Os mesmos autores
esclarecem também, que esta doenca ndo € contagiosa entre animais saudaveis apds o periodo
neonatal, pois o convivio em confinamento de animais com demodicose generalizada e
animais sadios ndo resultou em doenca ativa nos animais saudaveis. A cadela com DGJ
convivia com mais trés animais adultos nos quais ndo foram evidenciadas quaisquer lesbes
sugestivas da enfermidade, confirmando o carater ndo contagioso da demodicose apds o
periodo neonatal.

Quanto ao uso da moxidectina 5mg/kg/via oral, esse protocolo ndo foi eficaz no
tratamento da pug com demodicose juvenil generalizada (animal relatado no caso 2).
Contudo, Delayte et al. (4) relataram uma eficacia de 87% com o mesmo protocolo e Fukaori
et al. (5) conseguiram a cura parasitolégica de dois cédes tratados com 0,5 mg/kg de
moxidectina, por via oral, a cada 4 dias. Wagner e Wendlberger (10), também conseguiram
100% de eficacia com o uso da moxidectina, porém com a dose de 0,4 mg/kg via oral,
diariamente. Delayte et al. (4), relatam que reagdes adversas ao tratamento com moxidectina
tais como, émese e sonoléncia podem ocorrer, porém o animal com DGJ submetido ao
protocolo com moxidectina ndo apresentou reagdes adversas.
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Delayte et al. (4) relataram que os animais apresentaram uma boa resposta as lactonas
macroliticas, porém ainda h& animais que ndo reagem positivamente ao protocolo de
tratamento proposto com essas drogas. O animal com DGJ n&o respondeu ao tratamento com
esse farmaco, havendo a necessidade de substituicdo do protocolo, optando-se pelo tratamento
com amitraz.

CONCLUSAO

A demodicose generalizada é uma enfermidade que necessita de tratamento prolongado
e quando associada a infeccdo bacteriana secundaria causa mais desconforto aos animais
acometidos. Os animais nem sempre respondem positivamente aos farmacos, havendo, assim,
a necessidade de completa mudanca no protocolo de tratamento. A fim de reduzir a ocorréncia
da doenca, principalmente em sua forma juvenil, recomenda-se a castracdo dos animais
positivos para demodicose canina generalizada, por se tratar de uma doenca hereditéaria.
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RESUMO

Buscando suprir a caréncia de informacgdes sobre a prevaléncia dos sorovares de Leptospira
spp. na microrregido de Francisco Beltrdo, objetivou-se nesse trabalho mostrar a soro
prevaléncia da leptospirose. Para tanto, foram analisadas 312 amostras de soro de vacas da
raca Holandesa localizadas na microrregido de Francisco Beltrdo no estado do Parand, Brasil.
O resultado foi uma frequéncia de 41,35% de vacas reagentes para pelo menos um dos
sorovares. Do total de amostras reagentes para 0s variados sorovares, a frequéncia foi a
sequinte: Icterohaemorrhagiae 4,65%, Pomona 3,10%, Hardjo 81,39%, Wolffi 29,46%,
Grippotyphosa 6,98%, Butembo 5,43%. Esses dados revelam que vacas de leite da
microrregido de Francisco Beltrdo apresentam frequéncia elevada de varios sorovares de
Leptospira spp.mostrando a importancia do conhecimento sorolégico desta enfermidade.

Palavras—chave: bovinos, Leptospirose, Hardjo, doenca.

SURVEY OF SEROPREVALENCE OF Leptospiras pp. IN HOLSTEIN COWS IN THE
MICROREGION OF FRANCISCO BELTRAO

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the prevalence of serovars of Leptsopira spp. in the
microregion of Francisco Beltrdo, providing new information and demonstrating the
economical importance of the Leptospirosis. Sera samples (n = 312) collected in bovines
Holstein Friesian breed reared at the microregion of Francisco Beltrdo, state of Parana
(Brazil), were used in this study. A frequency of 41.35% of reagent animals for at least one
serovar was detected. The overall frequency for all serovars was the follows:
Icterohaemorrhagiae 4.65%, Pomona 3.10%, Hardjo 81.39%, Wolffi 29.46%, Grippotyphosa
6.98%, Butembo 5.43%. These data revealed that cow’s milk from the microregion of
Francisco Beltrdo present a high number of serovars of Leptospira spp. showing the
importance of the serological knowledge of this disease.

Keywords: bovines, Leptospirosis, Hardjo, disease.

! Aluno do Curso de Medicina Veterinaria - Departamento de Clinica de Grandes Animais, Universidade Federal de Santa
Maria.

2 professor de Curso de Medicina Veterinaria da Universidade do Oeste de Santa Catarina - Campus S&o Miguel do Oeste —
SC. Contato principal para correspondéncia.

3 Professor de Curso de Medicina Veterinéria da Universidade do Oeste de Santa Catarina - Campus Xanxere - SC

* Nutre Satde e Produc&o Animal.

5 Professora Curso de Medicina Veterinaria, Departamento de Clinica de Grandes Animais. Universidade Federal de Santa
Maria — RS.

Peiter M, Rocha JFX, Pivoto FL, Aires AR, Rocha RX, Braganca JFM. et al. Prevaléncia soroldgica de
Leptospira spp. em bovinos leiteiros na microrregido de Francisco Beltrdo. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 392-
395.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 393

PREVALENCIA SEROLOGICA DE Leptospira spp. EN BOVINOS LECHEROS EN
LA MICRORREGION DE FRANCISCO BELTRAO

RESUMEN

Buscando suplir la carencia de informaciones sobre la prevalencia de los serotipos de
Leptospira spp. en la microrregion de Francisco Beltrdo, el objetivo de este trabajo fue
mostrar la importancia econdmica de la leptospirosis. Para esto, fueron analizadas 312
muestras de suero de vacas de la raza Holandesa localizadas en la microrregion de Francisco
Beltrdo, en el estado de Parang, Brasil. El resultado fue una frecuencia de 41,35% de vacas
positivas para por lo menos en uno de los serotipos. Del total de muestras reactivas para los
variados serotipos, la frecuencia fue la siguiente: Icterohaemorrhgiae 4,65%, Pomona 3,10%,
Hardjo 81,39%, Wolffi 29,46%, Grippotyphosa 6,98%, y Butembo 5,43%. Estos datos
revelan que vacas de leche de la microrregion de Francisco Beltrdo, presentan frecuencia
elevada de varios serotipos de Leptospira spp., mostrando la importancia del conocimiento
serolégico de esta enfermedad.

Palabras clave: bovinos, Leptospirosis, Hardjo, enfermedad.

A atividade de bovinocultura leiteira € um dos principais ramos de produc¢éo animal do
Brasil com importante participacdo na economia, com um rebanho de aproximadamente 16
milhdes de vacas. Minas Gerais, Goids e Parana se destacam como sendo 0s principais
estados produtores de leite. Somente no Parana sdo mais de 1,5 milhdes de vacas leiteiras, que
apresentam uma producdo média de 5,8 litros por animal por dia (1).

A atividade, bem como os demais ramos da producdo animal, estd susceptivel a
inimeros problemas, dentre eles o0s reprodutivos, causadores de enormes prejuizos
econémicos para as propriedades. Dentre as doencas reprodutivas encontradas com grande
frequéncia, a leptospirose é uma enfermidade infectocontagiosa zoonoOtica causada por
bactérias do género Leptospira spp. As perdas econbmicas em bovinos atingidos pela
leptospirose sdo relacionadas aos transtornos reprodutivos, pois a doenca causa infertilidade,
abortamentos, nascimento de bezerros fracos e diminuicdo temporaria da producdo leiteira
(2), aléem de altos custos com despesas de assisténcia veterinaria e testes laboratoriais (3).

Entre os bovinos, a disseminacdo de Leptospira spp. ocorre principalmente pelos
animais doentes ou portadores assintomaticos que podem eliminar a bactéria pela urina,
descargas cérvico-vaginais, fetos abortados e placenta, mantendo, dessa forma, a doenca
endémica na propriedade e muitas vezes nas propriedades vizinhas (4). A penetracdo pode
ocorrer pela pele lesada, mucosas orais, nasais, oculares e genitais (3).

De acordo com Adler e Moctezuma (5), sdo conhecidas treze espécies de Leptospira
atualmente, compreendendo mais de 260 sorovares. Dentre esses, a prevaléncia no Brasil é
bem variada, sendo encontradas de forma mais comum as sorovares Icterohaemorrhagiae,
Australis, Bratislava, Canicola, Pomona, Hardjo, Wolffi, Grippotyphosa, Butembo e
Castellonis. No entanto, varios estudos demonstram uma grande prevaléncia do sorovar
Hardjo (3,6-8).

O diagndstico da leptospirose pode ser realizado pela demonstracdo do agente (métodos
diretos) e por métodos indiretos (provas soroldgicas), que sdo 0s mais indicados para o
controle em populacbes de animais (4). A técnica mais eficaz € a soroaglutinacao
microscopica (SAM), sendo esta também a técnica considerada como padrdo ouro para seu
diagndstico (6,9). Alguns fatores podem afetar a especificidade e a sensibilidade deste teste,
como colecdo de estirpes empregadas como antigenos, idade e densidade dos cultivos,
diluicdo final dos soros, temperatura e tempo de incubagdo (3). Para sanar a caréncia de
informacdes a respeito das varias espécies do género Leptospira na microrregido de Francisco

Peiter M, Rocha JFX, Pivoto FL, Aires AR, Rocha RX, Braganca JFM. et al. Prevaléncia soroldgica de
Leptospira spp. em bovinos leiteiros na microrregido de Francisco Beltrdo. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 392-
395.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 394

Beltrdo, o objetivo desse estudo foi o de salientar a importancia de diagnosticar a
soroprevaléncia dessas bactérias e de adotar medidas adequadas de manejo, a fim de evitar
grandes prejuizos para os produtores leiteiros.

Para isso, foram utilizadas 312 amostras de sangue de vacas da raca Holandesa criadas
na microrregido de Francisco Beltrdo no estado do Parand, Brasil, com idade entre dois e
quatro anos. Os animais eram oriundos de propriedades com sistema semi-intensivo e as
amostras foram coletadas por meio de puncdo da veia coccigea por sistema Vacutainer® em
tubos com vacuo sem anticoagulante. Para o diagndstico soroldgico foi utilizado o teste de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) com 10 diferentes sorovares de Leptospira spp, sendo
eles: Icterohaemorrhagiae, Australis, Bratislava, Canicola, Pomona, Hardjo, Wolffi,
Grippotyphosa, Butembo e Castellonis (4). Foram considerados os titulos a partir de 1/100.
As coletas foram feitas entre os anos de 2007 e 2011 e as anélises de médias foram feitas de
acordo com o numero de animais positivos e negativos. Os resultados da sorologia foram
analisados por medidas de tendéncia central com auxilio do programa GraphPad®Prism 5.

Das 312 amostras soroldgicas testadas, 129 foram positivas para pelo menos um dos
sorovares, 0 que resulta em 41,35% de vacas reagentes para leptospirose. Do total de amostras
reagentes para os varios sorovares, a frequéncia foi a seguinte: Icterohaemorrhagiae 4,65%,
Pomona 3,10%, Hardjo 81,39%, Wolffi 29,46%, Grippotyphosa 6,98%, Butembo 5,43%.
Esses dados mostram uma prevaléncia elevada do sorovar Hardjona microrregido de
Francisco Beltrdo e também concordam com Hashimoto et al. (9) que realizaram um
levantamento semelhante no estado do Parand, porém ndo trabalhando em microrregides
individuais.

Favero et al. (10) realizaram estudo em 21 estados brasileiros, onde encontraram uma
prevaléncia de 84,1% das propriedades com pelo menos um animal reagente, com valores
variando entre 74% e 100%, incluindo rebanhos positivos em todos os estados analisados.
Ainda, observaram uma ocorréncia de 62,3% de animais reagentes.

Alguns procedimentos de manejo podem aumentar a incidéncia de leptospirose nas
propriedades, como a compra de reprodutores infectados, aluguel de pastagens, piquetes para
paricdo, interacdo com outras espécies animais (9). Juliano et al. (8) citam a interacdo de
vacas leiteiras com ovinos e suinos como um fator predisponente para a leptospirose, além da
contaminacdo do ambiente dos animais.

De acordo com os dados apresentados, fica evidente que vacas de leite da microrregido
de Francisco Beltrdo apresentam frequéncia elevada de diferentes sorovares de Leptospira
spp. tendo como sorovar mais encontrado, o Hardjo. Por fim, é de fundamental importancia
realizar o diagnostico dessa enfermidade, buscando o conhecimento sorologico da regido.

REFERENCIAS

1. Anualpec. Anuario da pecuaria brasileira. Sdo Paulo: FNP Consultoria & Comércio; 2012.

2. Cervantes LPM, Puebla MAC, Rosas DG, Serrania NR, Barranca JIT. Estudio serologico
de leptospirosis bovina en México. Rev Cubana Med Trop. 2002;54:24-7.

3. Sarmento AMC, Azevedo SS, Morais ZM, Souza GO, Oliveira FCS, Goncalves AP, et al.
Emprego de estirpes Leptospira spp. isoladas no Brasil na microtécnica de soroaglutinacéo
microscopica aplicada ao diagnostico da leptospirose em rebanhos bovinos de oito estados
brasileiros. Pesqui Vet Bras. 2012;32:601-6.

4. Faine S, Adler B, Bolin C, Perolat P. Leptospira and leptospirosis. Melbourne: Medisci;
1999.

Peiter M, Rocha JFX, Pivoto FL, Aires AR, Rocha RX, Braganca JFM. et al. Prevaléncia soroldgica de
Leptospira spp. em bovinos leiteiros na microrregido de Francisco Beltrdo. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 392-
395.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 395

5. Adler B, Moctezuma AP. Leptospira and leptospirosis. Vet Microbiol. 2009;140:287-96.

6. Figueiredo AO, Pellegrin AO, Gongalves VSP, Freitas EB, Monteiro LARC, Oliveira JM,
et al. Prevalencia e fatores de risco para a leptospirose em bovinos de Mato Grosso do Sul.
Pesqui Vet Bras. 2009;29:375-81.

7. Lage AP, Leite RMH, Thompson JA, Bandeira DA, Herrmann GP, Moreira EC, et al.
Serology for Leptospira sp. in cattle of the state of Paraiba, Brazil. Arq Inst Biol.
2007;74:185-90.

8. Juliano RS, Chaves NST, Santos CA, Ramos LS, Santos HQ, Meireles LR, et al.
Prevaléncia e aspectos epidemioldgicos da leptospirose bovina em rebanho leiteiro na
microrregido de Goiénia, GO. Cienc Rural. 2000;30:857-62.

9. Hashimoto VY, Dias JA, Spohr KAH, Silva MCP, Andrade MGB, Miuller EE, et al.
Prevaléncia e fatores de risco associados a Leptospira spp. em rebanhos bovinos da regido
centro-sul do estado do Parana. Pesqui Vet Bras. 2012;32:99-105.

10. Favero M, Pinheiro SR, Vasconcellos SA, Morais ZM, Ferreira F, Ferreira Neto JS.
Leptospirose bovina: variantes soroldgicas predominantes em colheitas efetuadas no
periodo de 1984 a 1997 em rebanhos de 21 estados do Brasil. Arg Inst Biol. 2001;68:29-
35.

Recebido em: 10/09/2014
Aceito em: 25/06/2015

Peiter M, Rocha JFX, Pivoto FL, Aires AR, Rocha RX, Braganca JFM. et al. Prevaléncia soroldgica de
Leptospira spp. em bovinos leiteiros na microrregido de Francisco Beltrdo. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 392-
395.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 396
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RESUMO

A bovinocultura de leite € uma das principais atividades econdmicas do Brasil. O protozoario
Neospora caninum acarreta grandes perdas econdémicas nessa atividade, as quais podem ser
reduzidas por métodos de controle. Para sanar a caréncia de informacOes a respeito do N.
caninum na microrregido de Francisco Beltrdo, o objetivo desse estudo foi analisar a
soroprevaléncia de N. caninum e salientar a importancia do diagnostico e da adocdo de
medidas adequadas de manejo. Para isso, foram analisadas 367 amostras de soro de vacas da
raca holandesa localizadas na microrregido de Francisco Beltrdo no estado do Parané, Brasil,
com idade entre dois e quatro anos pela reacdo de imunofluorescéncia indireta, apresentando
frequéncia de 1gG anti N. caninum de 35,1%. Isso revela que vacas de leite da microrregido de
Francisco Beltrdo apresentam frequéncia de IgG anti-N. caninum elevadas e independente do
método a ser realizado, € de suma importancia o diagnostico dessa enfermidade para que
medidas de controle sejam implementadas e as perdas minimizadas.

Palavras—chave: bovinos de leite, controle, epidemiologia, protozoario.

SEROLOGICAL SURVEY OF Neospora caninun IN HOLSTEIN COWS IN THE
FRANCISCO BELTRAO REGION OF PARANA, BRAZIL

ABSTRACT

Dairy cattle is one of the main economic activities of Brazil. The protozoa Neospora caninum
causes great economic losses in this activity, which can be reduced through control methods.
To minimize the lack of information about the N. caninum in the Francisco Beltrao region of
Parana, Brazil, the aim of this study was to analyze the seroprevalence of N. caninum and
emphasize the importance of diagnosis and the adoption of appropriate management
measures. For this 367 serum samples from Holstein cows located in the Francisco Beltrdo
region of Parand, Brazil, aged from two to four years were analyzed by indirect
immunofluorescence. It was obtained a prevalence of 35.1%. This reveals that the dairy cattle
in the region present high frequency of IgG anti-N. caninum and independent of the method to
be performed, is of highlight realize the diagnosis of this disease so that control measures may
be implemented to minimize the losses.

Keywords: dairy cattle, control, epidemiology, protozoa.
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EVALUACION SEROLOGICA DE Neospora caninum EN VACAS DE LA RAZA
HOLSTEIN EN LA MICROREGION DE FRANCISCO BELTRAN, PARANA,
BRASIL

RESUMEN

El ganado lechero es una de las principales actividades econdmicas de Brasil con el
protozoario Neospora caninum que causan grandes pérdidas econémicas en esta actividad,
que se pueden reducir a través de métodos de control. Para remediar la falta de informacion
sobre la N. caninum en la microregion de Francisco Beltrdo, el objetivo de este estudio fue
analizar la seroprevalencia de N. caninum y hacer saber sobre la importancia del diagndstico y
la adopcion de medidas de gestion adecuadas. Para esto 367 muestras de suero de vacas
Holstein ubicadas en la microregién de Francisco Beltrdo, Parand, Brasil, entre dos y cuatro
afios, fueron analizados por inmunofluorescencia indirecta, mostrando la frecuencia de 19G
anti-N. caninum de 35,1 %. Esto revela que la leche de vacas de esta microregion de
Francisco Beltrdo frecuencia actual de 1gG anti-N. caninum elevadas e independiente del
método a realizar, es de suma importancia realizar el diagnostico de esta enfermedad para que
medidas de control sean aplicadas y con eso pérdidas minimizadas.

Palabras clave: vacas lecheras, control, epidemiologia, protozoario.

A bovinocultura de leite € uma das principais atividades econémicas do Brasil com
rebanho de aproximadamente 16 milhdes de vacas leiteiras. Nessa atividade, destacam-se 0s
estados de Minas Gerais, Goias e Parana como 0s principais produtores de leite. Somente no
Parana, é mais de 1,5 milhdes de vacas leiteiras com producdo média de 5,8 litros animal dia,
0 que torna a bovinocultura de leite a principal fonte de renda de inGmeras familias. Os
bovinos, assim como outras especies, estdo expostos a inumeras enfermidades as quais
reduzem a lucratividade e dificultam o manejo animal, como é o caso da neosporose bovina
responsavel por perdas econdmicas na faixa de 51 mil dolares por ano no Brasil (1).

O Neospora caninum, agente etiologico da neosporose bovina, dissemina-se pela via
horizontal onde os hospedeiros definitivos (Canideos) contaminam o ambiente com oocistos e
as vacas, hospedeiros intermediarios, infectam-se ao ingerir esses oocistos. Ou ainda pela via
vertical, quando vacas infectadas transmitem o N. caninum a sua prole por via
transplacentaria, dando origem a neonatos infectados ou persistentemente infectados (2).

O diagndstico da neosporose bovina é realizado principalmente por meio de métodos de
deteccdo de anticorpos, com destaque para a Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) os quais permitem quantificar os niveis de anticorpos
presentes no hospedeiro, ou ainda por métodos mais especificos como a Reacdo em Cadeia de
Polimerase, porém os dois primeiros sdo 0s métodos de elei¢do para o diagndstico da doenca.

Para sanar a caréncia de informacdes a respeito do N. caninum na microrregido de
Francisco Beltrdo, o objetivo desse estudo foi analisar a soroprevaléncia de N. caninum na
microrregido de Francisco Beltrdo e salientar a importancia do diagndstico e da ado¢do de
medidas adequadas de manejo.

Amostras de sangue de 367 vacas da raca Holandesa de propriedades localizadas na
microrregido de Francisco Beltrdo no estado do Parana, Brasil, com idade entre dois e quatro
anos, foram coletadas por meio de puncéo de veia coccigea por sistema vacuoteiner em tubos
sem anticoagulante. O sangue total obtido foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos para
obtencdo do soro, os quais foram estocados a -20°C até serem analisados pela Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) buscando detectar a presenca de imunoglobulinas da
classe G (IgG) anti-Neospora spp. (3).
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Como antigenos primérios, foram utilizados taquizoitas de N. caninum da cepa NC-1
cultivados em células da linhagem VERO, e como anticorpo secundario, anti-lgG™ bovina,
conjugado & fluoresceina®. Amostras de soro bovino sabidamente positiva e negativa quanto &
presenca de anticorpos anti-Neospora spp. foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente. As amostras foram diluidas na titulacdo de 50 e consideradas positivas
quando a fluorescéncia ocorreu em toda a superficie dos taquizoitas de N. caninum e
negativas quando a fluorescéncia foi apical ou ausente (4).

Os dados para quantificacdo do nimero de amostras a serem analisadas foi calculado
seguindo a formula n= p(1-p) * (Z/E)*

Sendo: p = A proporcdo estimada baseada em estudos prévios

Z = O valor de t de Student para diferentes intervalos de confianga
E = O erro maximo aceito

Admitindo-se um erro de 5% e intervalo de confianca de 95%, com frequéncia estimada
de 16% de acordo com Reichel et al. (1), os resultados da sorologia foram analisados por
distribuicéo de frequéncia relativa com auxilio do programa GraphPad® Prism 5°..

A frequéncia de anticorpos IgG anti-N.caninum na microrregido de Francisco Beltrao
foi de 35,1% (129/367), valor superior a média nacional em vacas de leite que esta relatada
em 16,1% (1). Este fato pode ter ocorrido em virtude de que todas as amostras analisadas
foram oriundas de animais com idade superior a 24 meses, sendo que segundo o estudo de
Guimarées et al. (5) estes apresentam 3,1 vezes mais chance de serem infectados do que
animais mais jovens. Além disso, foram utilizadas vacas da raga holandesa, sendo estas mais
vulneraveis a infeccdo por N. caninum (odds ratio (OR) = 2,13) que ragas zebuinas e/ou
mesticas (5).

Nessa mesma linha de pensamento, o que pode justificar a presenca de 129 animais
soropositivos dos 367 analisados em nosso estudo é o fato que todas as propriedades visitadas
apresentavam relatos de aborto e presenca de caes, sendo esses fatores de risco para a
ocorréncia de infeccdo pelo protozoario estudado, com valores de OR de 4,52 e 2,62,
respectivamente, segundo estudo realizado na Argélia, onde foram coletados soro de 799
vacas de 87 propriedades (6).

O N. caninum estd relatado em mais de 10 paises como causas de problemas
reprodutivos em bovinos, sendo um importante agente causador de perdas econémicas (1),
ndo somente pelo aborto que a neosporose pode causar, como também pela reducdo na
producdo de leite (7).

Para adotar medidas para a reducdo de perdas ocasionadas por esse protozoario, é de
suma importancia a realizacdo do diagnostico na propriedade, seja pela coleta de sangue do
animal (3) ou ainda por analise individual de leite, que tem como principal vantagem ser de
facil coleta, além de ocasionar menor estresse ao animal se comparado com a coleta de sangue

(8).

Com a frequéncia de anticorpos anti N. caninum encontrados nesse estudo (35,1%), €
possivel adotar estratégias de controle do agente como os descritos por Hasler et al. (9): (i)
descarte de animais soropositivos, (ii) tratamento quimioterapico dos neonatos nascidos de
vacas soropositivas e (iii) vacinacdo de todos o rebanho ou ainda (iv) utilizacdo de
reprodutores de racas com aptiddo a carne.

Todas essas estratégias de controle apresentando vantagens e desvantagens, onde no (i)
o fator positivo é eliminar animais que apresentam maior probabilidade de apresentar
problemas reprodutivos, tal como aborto, retencdo de placenta e metrite (10) e como negativo
0 descarte, muitas vezes, de animais com bom potencial produtivo e/ou valor agregado. No

s Anti-1gG bovina conjugada com a fluoresceina (FITC): Affinity Purified Antibody Fluorescein. Clopper Road 910,
Gaithersburg, MD 20878 USA. www.kpl.com.
6 GraphPad Software, San Diego, USA.
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(ii) e (iii), o principal fator que torna inviavel a utilizacdo é a baixa eficacia desses controles, e
que atualmente ndo ha vacina comercial anti-N. caninum (2). E o (iv) que, em estudos
anteriores, apresentou melhores resultados quando comparados a outros sistemas de controle,
com indices de custo beneficio na faixa de 1,29 (9). Isso em virtude de que o principal
mecanismo de disseminacdo do N. caninum em vacas de leite é a via vertical, onde neonatos
filhos de vacas soropositivas nascem persistentemente infectados (Pl), com possivel
reativacdo do protozoario no momento da gestacdo desses animais Pl, e consequentemente
casos de aborto (2).

Por fim, fica evidente que vacas de leite da microrregido de Francisco Beltrdo
apresentam frequéncias de 1gG anti-N. caninum elevadas e independente do método a ser
realizado, é de suma importancia o diagndstico dessa enfermidade para que medidas de
controle sejam implementadas e as perdas minimizadas.
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RESUMO

A avaliagdo cardiovascular é realizada por meio do exame fisico associado aos achados em
exames complementares. Apds 0 nascimento, ocorrem mudancgas significativas na circulacéo
sanguinea e no proprio coracdo. Sendo assim, para o diagndstico de algumas doencas
congénitas, € necessario realizar a investigacdo por meio de anormalidades detectadas nesses
exames. O objetivo desse estudo foi obter um padrédo de normalidade dos valores obtidos por
meio dos exames de radiografia toracica, eletrocardiografico (ECG) e da pressao arterial
sistdlica sistémica (PASS) de gatos em periodo pediatrico, comparando-os aos valores
padrdes para adultos. Para isso, foram utilizados filhotes higidos de gatos aos 15, 30, 45 e 60
dias de vida. Pode-se concluir que, com o desenvolvimento dos gatos, hd& mudancas nos
parametros cardiacos avaliados. Ao ECG, a amplitude de R apresentou aumento significativo
com o desenvolvimento, assim como os valores de PASS. Apesar do aumento observado,
todos os valores obtidos pelo ECG e de PASS estavam dentro do valor de normalidade
padronizado para gatos adultos, sugerindo-se que os valores eletrocardiograficos e de PASS
utilizados como referéncia para gatos adultos podem também ser utilizados para esta faixa
etaria. Constatou-se por meio da radiografia toracica que houve variacdo na area cardiaca e
toracica entre os diferentes momentos, mas ndo foi significativa a variacdo nos valores dos
eixos cardiacos (curto e longo) e, consequentemente, no valor do “vertebral heartscale”
(VHS). Comparando-se os valores de VHS com gatos adultos, verificou-se que os filhotes
apresentam valores superiores.

Palavras-chave: eletrocardiograma, gatos, neonatologia, pressao arterial sistdlica,
radiografia.

RADIOGRAPHIC, ELECTROCARDIOGRAPHIC AND SYSTEMIC BLOOD
PRESSURE EVALUATION IN CATS DURING THE PEDIATRIC PERIOD

ABSTRACT

The cardiovascular evaluation is performed by means of physical examination findings
associated with additional tests. After birth, there are significant changes in blood circulation
and the heart itself. Thus, for the diagnosis of some congenital diseases is necessary to
conduct the investigation of abnormalities detected by these tests. The aim of this study was
to obtain a normal range of values obtained by means of chest radiography,
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electrocardiographic (ECG) and systemic systolic blood pressure (SBP) in cats during the
pediatric period, comparing them to the default values for adults. For this reason, these tests
were performed on young healthy cats at 15, 30, 45 and 60 days of life. It can be concluded
that with the development of cats no change in cardiac parameters measured.
Electrocardiographically, the amplitude of R wave increased significantly with development,
as well as the SBP. The ECG and SBP values obtained were within normal values
standardized for adult cats. It is therefore suggested that the electrocardiographic and SBP
values used as reference for adult cats can also be used for this age group. Chest radiography
revealed variation in cardiac and thoracic area between the different moments, but there was
no significant variation in the values of the cardiac axes (short and long) and, consequently,
the value of vertebral heart scale (VHS). It was observed that VHS values from kittens were
higher than VHS values from adult cats.

Keywords: electrocardiogram, cats, neonatology, systolic blood pressure, radiograph.

EVALUACION RADIOGRAFICA, ELECTROCARDIOGRAFICA Y PRESION
ARTERIAL SISTEMICA EN LOS GATOS DURANTE EL PERIODO DE
PEDIATRIA

RESUMEN

La evaluacion cardiovascular se realiza por médio del examen fisico em asociacion com
hallazgos em 16s exadmenes complementares. Después Del nacimiento cambios significativos
ocurren em La circulacion sanguinea y em EI corazén. Por lo tanto, para el diagnostico de
ciertas enfermedades congenitas es necesario La investigacion por medio de las anomalias
detectadas em dichos exdmenes. El objetivo de esta investigacion fue presentar un rango de
normalidad de los valores obtenidos por medio de radiografia de térax, eletrocardiograma
(ECG) y presion arterial sistémica (PAS) de gatos durante el periodo de pediatria,
comparandolos com el rango de valores para gatos adultos. Se utilizaran cachorros de gatos
sanos con 15, 30, 45 y 60 dias de vida. Se puede concluir que com EI desarrollo de los gatos
hay cambios em 10s parametros cardiacos evaluados. En el ECG, La amplitud de R presento
incremento significativo com EIl desarrollo, asi como los valores de PAS. A pesar del
incremento observado, todos los valores obtenidos pelo ECG y PAS estaban dentro del rango
de normalidad para gatos adultos, lo que sugere que los valores eletrocardiograficos y de PAS
del rango de gatos adultos sirve como referencia también para este grupo de edad. Se verificd
por medio de radiografia de torax que ocorre variacion en la area cardiaca y la area del torax
dentre los diferentes momentos, pero La variacion de los valores de losejes cardiacos (corto y
largo) no fue significativa y, por consecuencia, el valor del "vertebral heartscale” (VHS). Em
la comparacion de los valores de VHS com los valores de gatos adultos, se verificé que los
cachorros presentan valores mas altos.

Palabras clave: eletrocardiograma, gatos, neonatologia, presion arterial sistolica, radiografia.
INTRODUCAO

A fisiologia cardiaca dos gatos ao nascer difere da dos adultos (1). Em filhotes de caes,
os parametros fisiologicos se modificam simultanea e progressivamente, durante os primeiros
sete meses de idade, para valores equivalentes aos de um adulto (2). Apds o nascimento, a
anatomia cardiaca e dos grandes vasos sofrem mudancas para permitir mais eficiéncia na
circulagéo venosa e arterial (3).
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A determinacdo dos parametros eletrocardiograficos e radiograficos, bem como a
afericdo da pressdo arterial sistolica sistémica (PASS) de gatos jovens sdo essenciais para o
estabelecimento de valores de referéncia, auxiliando no diagnostico de doencas cardiacas
congénitas. Objetivou-se com este trabalho realizar uma avaliagcdo cardiovascular de gatos
com 15, 30, 45 e 60 dias de idade por meio da realizagdo de exames eletrocardiogréficos,
radiograficos e afericdo da PASS.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste projeto de pesquisa, foram utilizados filhotes de gatos higidos
provenientes de ninhadas distintas e nascidos de parto eutocico. Para a inclusdo dos animais
no grupo experimental, o exame clinico completo foi realizado nos neonatos, conforme
descrito na literatura (4). Para a execugdo do estudo, utilizaram-se animais oriundos do gatil
da instituicdo, sendo que todos os filhotes e fémeas lactantes foram mantidos no gatil,
receberam racdo e agua ad libitum, além de serem vermifugados e vacinados. Este estudo
seguiu as normas de bem-estar animais e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFES), sob o protocolo n. 038/2010.

Os exames eletrocardiograficos e a determinacdo da PASS foram realizados em 14
gatos e os radiograficos em oito gatos, em quatro momentos distintos, aos 15, 30, 45 e 60 dias
de idade dos filhotes.

A PASS foi aferida por método indireto, utilizando-se o aparelho de Doppler vascular
(Microem® DV10, Microem Ltda, BR), de acordo com estudos anteriores (5). Realizou-se a
tricotomia na regido da artéria digital palmar esquerda e colocado gel para aumentar o contato
entre o transdutor e a pele. O exame foi realizado com o manguito neonatal (n°1), que foi
insuflado até se obter uma pressdo cerca de 30 a 40 mmHg acima da PASS esperada. A
medida que o manguito era desinflado, a PASS foi determinada a partir do primeiro som
audivel. Uma média de cinco afericdes da PASS foi realizada para determinar o valor para
cada animal.

Um eletrocardiégrafo computadorizado (TEB® ECG-PC, Tecnologia Eletronica
Brasileira Ltda, BR) foi utilizado para a realizacdo dos eletrocardiogramas (ECG). Os gatos
foram contidos fisicamente em decubito lateral direito e os eletrodos foram posicionados
segundo recomendacdes de Tilley (6). A monitorizacdo eletrocardiografica teve a duracédo
média de um minuto e o tracado foi arquivado no computador, impresso em papel e,
posteriormente, analisado. Foram avaliadas as derivac6es bipolares (I, I1, 111) e unipolares de
membros (aVF, aVR, aVL). Determinaram-se ritmo, frequéncia cardiaca, eixo cardiaco,
duracdes em segundos(s) de P, PR, QRS, QT, amplitudes em milivolts (mV) de P, Q, R, T e
desvio do segmento ST em relacdo a linha de base.

Para a radiografia toracica, foram realizadas duas projecGes perpendiculares entre si,
uma lateral e outra ventrodorsal, utilizando-se o equipamento Diafix 500 mA/125 kV. A
colimacdo dos raios-x abrangeu da primeira costela até apds a ultima vértebra lombar. Para a
projecdo lateral, o filhote foi posicionado em decubito lateral direito, com os membros
toracicos tracionados cranialmente e o pescoco esticado. Para a projecdo ventrodorsal,
realizou-se decubito dorsal, com os membros tordcicos tracionados cranialmente, de modo
que o esterno se sobrepunha a coluna vertebral toracica. Em ambas as projecées, o feixe de
raios-X foi direcionado para o quinto espaco intercostal, no pico inspiratério maximo. Foram
utilizadas técnicas radiograficas compativeis com a espessura do torax de cada gato, em cada
momento do experimento.

Cada radiografia foi digitalizada e analisada com o programa Adobe Photoshop CS4®,
com a analise da silhueta cardiaca, area cardiaca (AC) e toracica (AT) e estabelecida a relacdo
entre a area cardiaca e a toracica (AC:AT); estabelecido o eixo cardiaco longo (ECL), eixo
cardiaco curto (ECC) e o tamanho cardiaco vertebral (VHS). As mensura¢es do VHS foram

Guberman UC, Aptekmann KP, Costa PZ, Oliveira DC, Borlini DC, Costa FS. Avaliacdo radiografica,
eletrocardiografica e da presséo arterial sistémica em gatos no periodo pediatrico. Vet. e Zootec. 2015 set.;
22(3): 400-407.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinéaria e Zootecnia 403

realizadas em projecodes laterais, conforme metodologia descrita por Ghadiriet al. (7) e Litster
e Buchanan (8).

Apos a coleta de dados, realizou-se a anélise estatistica das varidveis entre 0s momentos
pelo teste de ANOVA de Tuckey, com nivel de significAncia de 5%. Os valores obtidos foram
comparados com os valores de normalidade para gatos adultos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Eletrocardiograma. A média e o desvio padrdo dos parametros eletrocardiogréaficos
dos gatos aos 15, 30, 45 e 60 dias estéo representados na Tabela 1. Por meio da avaliacdo dos
tracados eletrocardiograficos, observou-se que os gatos apresentaram taquicardia sinusal aos
15 e 30 dias de avaliagéo e ritmo sinusal aos 45 e 60 dias. N&o houve diferencga significativa
(P>0,05) entre os valores médios de frequéncia cardiaca (FC) entre os quatro momentos
avaliados, que variou de 160 a 300bpm (média 229 + 29 bpm). Aos 15 e 30 dias, a média da
FC observada foi acima dos padrdes de normalidade para gatos adultos, porém, considerado
normal para gatos filhotes (6). Estudos eletrocardiograficos em filhotes de cdes demonstraram
que a FC diminui gradativamente até os seis ou sete meses de idade, variando com a raca
estudada (9,10).

Tabela 1. Parametros eletrocardiograficos (média * desvio padréo) de gatos (n=14) com 15,
30, 45 e 60 dias de idade.

Parametros Idade dos gatos Padréo do gato
eletrocardiograficos 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias adulto**
Onda P (s) 0,034+0,005  0,036+0,009  0,038+0,007 0,036+0,005 <0,04
Onda P (mV) 0,096+0,022  0,120+0,043  0,190+0,155 0,150+0,183 <0,2
Intervalo PR (s) 0,061+£0,009  0,067+0,008 0,071+0,009 0,062+0,008 0,05-0,09
Complexo QRS (s) 0,037+£0,007  0,045+0,007 0,048+0,013 0,047+0,016 <0,04
Onda Q (mV) 0,100+0,071  N&o reportado
Onda R (mV) 0,107+0,070*  0,179+0,106 0,280+0,158* 0,190+0,071 <0,9
Onda S (mV) 0,110+0,055 0,150+0,03  0,099+0,047 0,036+0,029 N&o reportado
Intervalo Q-T (s) 0,150+0,026  0,151+0,023 0,153+0,020 0,162+0,019 0,12-0,18
Onda T (mV) 0,180+0,265 0,107+£0,06  0,124+0,076  0,175%0,202 <0,3
FC (bpm) 234+28,747 280+35,4 226+22,188  218+29,957 120-240

Legenda: s - segundos; mV- milivolts; FC - frequéncia cardiaca.* Valores considerados significativamente
diferentes entre os momentos, com nivel de significancia de 5%.

A morfologia do complexo QRS alterou de acordo com o desenvolvimento fisiolégico
dos gatos, sendo diferente da observada em gatos adultos. Em gatos adultos, comumente,
observa-se a conformagdo “qRs” (6), e neste estudo se verificou uma conformagdo “rS”,
conforme ilustrado na Figura 1. Avaliando-se o0 ECG no crescimento de cdes da raca em
Mastin-Espanhol, Bernal et al. (9) verificaram que a morfologia do QRS altera de “qrS” e
“rS” para “qR” e “qRs” durante as primeiras duas semanas de vida. A conformacdo qrS foi
observada em outro estudo com filhotes de gatos, sendo prevalente, principalmente, na
primeira semana de vida (11). Esta diferenca de conformacdo do QRS se explica pela
mudanca progressiva da massa relativa do ventriculo direito e esquerdo na razdo de 1:1 ao
nascimento para 1:2 a 1:3 no adulto (2).
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Figura 1. Tracado eletrocardiografico na Derivagdo Il (2N, 50mm/s) de gato aos 30 dias de vida,
evidenciando a morfologia do complexo QRS do tipo rS.

A onda Q so foi evidenciada aos 60 dias de idade, em apenas quatro filhotes de gatos
(29%), diferindo dos resultados de Avizehet al. (10) que observaram a presenca da onda Q
desde a primeira semana de vida em 90% dos filhotes de cées avaliados, podendo haver
diferencas entre filhotes de cdes e gatos.

A amplitude da onda R aumentou com a idade, assim como observado em outros
estudos (9-12), havendo diferenca significativa (P<0,05) entre os animais de 15 e 45 dias de
idade. Este aumento pode ser explicado pelo desenvolvimento ventricular esquerdo que
ocorre com a idade (2,3), uma vez que a amplitude da onda R representa a despolarizacéo
ventricular (6).

A amplitude de S sofreu um decréscimo durante os 60 dias, provavelmente devido a
hipertrofia do ventriculo esquerdo e diminuigdo do ventriculo direito (2).

A partir da determinagéo do eixo cardiaco, foi observado um desvio de eixo cardiaco a
direita, que reduziu com o desenvolvimento dos filhotes. Aos 15 dias de vida, sete gatos
(50%) apresentaram desvio a direita; aos 30 dias, cinco gatos (35%); aos 45 dias, dois gatos
(14%); e aos 60 dias, apenas um gato (7%) permaneceu com desvio de eixo a direita. O desvio
de eixo cardiaco para direita também foi relatado em outros estudos com neonatos, tanto em
caes, quanto em gatos (11-13). Ha relato na literatura de filhotes de cées cardiopatas em que
ndo houve alteracdo do eixo cardiaco durante as primeiras semanas de idade (14), sendo que
esta diferenca pode ser ocasionada pela diminuicdo do desenvolvimento do ventriculo
esquerdo nestes casos. A alteracdo do eixo também pode ser explicada devido a hipertrofia do
ventriculo esquerdo, de acordo com mudancgas ocorridas com o desenvolvimento do animal
(2,13).

A onda T permaneceu com a mesma polaridade (positiva) durante todos 0s momentos.
Bernal et al. (9) observaram que, em filhotes de cées, a onda T aumenta progressivamente de
amplitude até os dois meses de idade e muda a polaridade (de negativa para positiva) até os
cinco meses de idade.

Assim como em estudo realizado por Lourenco e Ferreira (12), os valores
eletrocardiograficos encontrados neste estudo ndo diferiram do padrdo estabelecido na
literatura para gatos adultos, possibilitando a utilizacdo dos valores de referéncia de gatos
adultos para a avaliacdo de gatos filhotes, contudo deve-se atentar para a diferenca na
conformacédo do complexo QRS e alteracdo do eixo cardiaco.

Pressdo Arterial Sistolica Sistémica. As médias dos valores de PASS em cada
momento avaliado estdo ilustradas na Tabela 2. Observou-se que a PASS aumentou com a
idade dos gatos. Houve diferenca significativa entre a PASS aos 15 dias comparado com 0S
valores encontrados aos 30, 45 e 60 dias de idade. O valor obtido nos quatro momentos do
estudo manteve-se dentro dos valores de normalidade para gatos adultos, em que o valor
méaximo é de 150 mmHg (15).Podem-se utilizar os valores encontrados neste estudo para
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determinar os valores de PASS minimos para gatos até 60 dias de idade.A falta de técnicas
uniformes de afericdo e limiares inconsistentes para estabelecer valores normais de PASS em
felinos torna dificil discutir os resultados encontrados.

Tabela 2. Valores médios da PAS de gatos (n=14) com 15, 30, 45 e 60 de idade.

Dias de vida Média da PAS (mmHg)
15 88,8+17,92
30 109,4+16,1°
45 120,4+20,4°
60 126,5+20,9°

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre os grupos (p<0,05).

Radiografias. Por meio da analise das radiografias toracicas, as medi¢Ges foram
realizadas nas projecdes lateral e ventrodorsal, que estdo representadas nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Analisando-se as radiografias quanto as areas avaliadas, pode-se notar que
nas duas projecdes, as areas cardiaca e tordcica aumentaram de forma progressiva com o
avancar da idade, apresentando diferenca significativa (P<0,05) entre 0s momentos.
Entretanto, essas areas aumentaram com a mesma propor¢do, pois a relacdo entre elas ndo
diferiu significativamente (P>0,05).

Tabela 3. Medidas do tamanho relativo do coracdo de gatos (n=8), utilizando o sistema de
escala vertebral, em radiografias na projecéo lateral (média + desvio padrdo).

Idade dos gatos

Variaveis
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

ECC (v) 4,14+0,37 4,24+0,32 4,18+0,27 3,96+0,26
ECL (v) 5,67+0,38 5,85+0,38 6,13+0,41 5,79+0,38
VHS (v) 9,81+0,61 10,09+0,58 10,31+0,63 9,75+0,44
AC (cm?) 2,32+0,10* 3,36+0,35* 4,06+0,98* 5,01+1,41*
AT (cm?) 8,37+0,70* 12,06+1,32* 14,03+3,16* 18,3945,27*
AC-AT (%) 27,84+1,89 27,89+1,42 28,93+2,84 27,4242 55

Legenda: ECC= Eixo Cardiaco Curto; ECL= Eixo Cardiaco Longo; VHS= Tamanho cardiaco vertebral; AC=
Area Cardiaca; AT: Area Torécica; AC:AT= Propor¢do que o coragdo ocupa no torax. *Valores considerados
significativamente diferentes entre os momentos, com nivel de significancia de 5%.

Tabela 4. Medidas do tamanho relativo do coracdo de gatos (n=8), utilizando o sistema de
escala vertebral, em radiografias na projecdo ventrodorsal (média + desvio padrdo).
Idade dos gatos

Variaveis

15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
AC (cm?) 2,80+0,32* 4,02+0,31* 4,48+0,94* 5,95+1,61*
AT (cm?) 9,01+0,99* 13,72+3,37* 14,36+1,47* 18,46+3,19*
AC-AT (%) 31,23+3,59 30,35+6,74 31,21+6,36 31,78+4,12

Legenda: AC= Area Cardiaca; AT: Area Toracica; AC:AT= Proporcdo que 0 cora¢do ocupa no térax. *Valores
considerados significativamente diferentes entre os momentos, com nivel de significancia de 5%.

O desenvolvimento do térax e do coracdo ocorre de maneira concomitante nos
primeiros 60 dias de vida. Seria preciso continuar o estudo, acompanhando os animais
radiograficamente, para verificar em que momento o térax tem o crescimento enfatizado. Néo
foram encontrados valores na literatura para gatos adultos.

N&o houve diferenca significativa nos valores de ECC, ECL e VHS nos diferentes
momentos avaliados (Tabela 3). Os valores médios do VHS em todos 0os momentos foram
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superiores aos valores encontrados na literatura para gatos adultos (7,5+0,3v) (16).
CONCLUSOES

Por meio da andlise do ECG, conclui-se que os valores eletrocardiogréaficos utilizados
como referéncia para gatos adultos também podem ser utilizados para gatos filhotes, contudo,
deve-se atentar para algumas particularidades, como a presenga do complexo QRS com
conformacéo rS, desvio de eixo cardiaco a direita e frequéncia cardiaca elevada. A PASS
aumenta gradativamente de acordo com o desenvolvimento dos gatos, porém, sem ultrapassar
os limites de normalidade para gatos adultos. Na avaliacdo radiografica, verifica-se que 0s
valores mensurados pelo sistema VHS se mostram acima daqueles sugeridos na literatura para
gatos adultos e que o crescimento das areas cardiaca e toracica ocorre de maneira simultanea
até os 60 dias de vida.
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RESUMO

Cryptosporidium spp. sdo protozoarios, parasitos intracelulares obrigat6rios do epitélio do
trato gastrintestinal, causadores da criptosporidiose, possuindo ampla variedade de
hospedeiros e grande capacidade de reproducdo e disseminagdo. Pouco se conhece sobre a
infecgdo por Cryptosporidium spp. na espécie felina e diante da importancia dos gatos como
animais de companhia, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e a associacdo com fatores epidemioldgicos e sanitarios relacionados ao
manejo de felinos domésticos na cidade do Recife, estado de Pernambuco, Brasil. Amostras
de fezes de 32 felinos domésticos foram submetidas a técnica de centrifugo-sedimentagdo em
formol-éter com posterior coloracdo pelo metodo de Kinyoun. Uma ficha foi preenchida para
obtencdo de informacgbes sobre as medidas adotadas na criacdo dos animais. A analise
estatistica foi realizada pelo teste Exato de Fisher, com nivel de significancia de 5,0%. Foi
observada taxa de infeccdo de 18,8% (6/32), havendo associacdo significativa com a vacina
recebida e convivio com outros animais. Trata-se do primeiro registro de ocorréncia de
infeccdo por Cryptosporidium spp. na espécie felina no Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Criptosporidiose, zoonose, epidemiologia, gatos.

OCCURRENCE OF Cryptosporidium spp. IN FELINE FROM RECIFE,
PERNAMBUCO STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The genus Cryptosporidium consists of an obligate intracellular protozoan of the epithelium
of the gastrointestinal tract, causing cryptosporidiosis that presents a wide range of hosts and
great capacity of reproduction and dissemination. Little is known about the infection by
Cryptosporidium spp. in feline species and considering the importance of cats as pets, the
present study aimed to evaluate the ocurrence of Cryptosporidium spp. and its association
with epidemiological and health factors related to the management of domestic cats in the city
of Recife, state of Pernambuco, Brazil. Stool samples from 32 domestic cats were subjected to
centrifugal sedimentation technique in formalin-ether with subsequent staining by Kinyoun
method. A check list was completed to obtain information on the measures adopted in animal
husbandry. Statistical analysis was performed using Fisher's exact test, with significance level
of 5.0%. Infection rate of 18.8% (6/32) was observed and significant association with the
vaccine received and contact with other animals. This is the first report of infection by
Cryptosporidium spp. in feline species in the Brazilian Northeast.
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OCURRENCIA DE Cryptosporidium spp. EN FELINO DE RECIFE, ESTADO DE
PERNAMBUCO, BRASIL

RESUMEN

Cryptosporidium spp. son protozoarios, parasitos obligados intracelulares del epitelio del
tracto gastrointestinal, haciendo que la criptosporidiosis, con amplia variedad de hospederos y
gran capacidad de reproduccion y difusion. Poco se sabe acerca de la infeccién por
Cryptosporidium spp. en especies de felinos y considerando la importancia de los gatos como
animales de compafiia, este estudio tuvo como objetivo evaluar la infeccién por
Cryptosporidium spp. y la asociacion de factores epidemiologicos y de salud relacionados con
el manejo de los gatos en la ciudad de Recife, estado de Pernambuco, Brasil. Muestras de
heces de 32 gatos fueron sometidos a la técnica de sedimentacion centrifuga en formol-éter
con posterior tincion usando el método Kinyoun. Una lista de verificacion se completd para
obtener informacion sobre las medidas adoptadas en la cria de animales. Se realizd un analisis
estadistico mediante la prueba exacta de Fisher, con un nivel de significacion del 5,0%. Se
observo la tasa de infeccion del 18,8% (6/32), hubo una asociacion significativa con la vacuna
recibida y el contacto con otros animales. Este es el primer registro de la aparicion de la
infeccion por Cryptosporidium spp. en especies de felinos en el noreste de Brasil.

Palabras clave: criptosporidiosis, zoonosis, epidemiologia, gatos.
INTRODUCAO

O género Cryptosporidium € constituido por protozoarios, parasitos intracelulares
obrigatorios do epitélio do trato gastrintestinal, causadores da criptosporidiose. Possuem
ampla variedade de hospedeiros e grande capacidade de reproducéo e disseminacdo (1,2). O
primeiro relato de criptosporidiose em felinos foi realizado por Iseki (3) em que foi descrita a
presenca de oocistos nas fezes desses animais.

A transmissdo de Cryptosporidium spp. pode ocorrer de forma indireta com a ingestéo
de &gua e alimentos contaminados contendo oocistos viaveis. Diretamente, a transmissao pode
ocorrer entre animais, entre humanos ou entre animais e humanos (4), pela ingestao acidental
de oocistos contidos nas fezes de hospedeiros infectados. Os mesmos oocistos também podem
ser transportados pelo ar, insetos ou vestuario (5).

Felinos tem caracteristicas comportamentais peculiares tais como habilidade para viver
dentro de lares em ambientes urbanos, habitos de limpeza, natureza sociavel, tolerancia para
permanecerem sozinhos, além do pequeno porte (6). Tais caracteristicas tem aumentado sua
popularidade.

Atualmente os gatos estdo entre os animais de companhia mais comuns no Brasil e no
mundo, porém, apesar disso, estudos envolvendo a ocorréncia de parasitos gastrintestinais
nesses animais, quando comparados a espécie canina, ainda sao escassos (7).

Alguns estudos destacam 0 gato como hospedeiro de protozoarios com potencial
zoonoGtico como o género Cryptosporidium (8,9,10), podendo ser parasitados por
Cryptosporidium parvum, C. muris e C. felis (11).

Na espécie felina, semelhantemente ao ocorrido em outras espécies, individuos muito
jovens ou idosos e pacientes com algum comprometimento imunoldégico sdo 0s mais
severamente afetados por Cryptosporidium spp. (12,13).
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Diante da importéancia dos felinos como animais de companhia, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e a associacdo com fatores
epidemioldgicos e sanitarios relacionados ao manejo de felinos de companhia.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras fecais de 32 gatos domiciliados, de ambos 0s sexos, racas e
idades variadas, pertencentes a tutores residentes na cidade do Recife, selecionados por
amostragem por conveniéncia (14). As coletas foram realizadas nas residéncias entre 0s meses
de dezembro de 2012 e junho de 2013.

Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foi
preenchida uma ficha individual contendo dados para identificacdo e informagdes
relacionadas aos animais como idade, sexo e raga. Outras variaveis como ambiente de criacao,
tipo de alimentacdo e escore corporal também foram avaliadas. O escore corporal foi avaliado
por meio da inspegdo visual do animal, classificando-se o Escore de Condigdo Corporal
(ECC) de acordo com a escala proposta por Laflamme (15).

A coleta de amostras fecais dos animais foi realizada pelos proprietarios, de acordo com
orientagdes previamente transmitidas, sendo coletadas apos emissao espontanea, desprezando-
se a porcao em contato com o solo ou com material contido nas caixas de areia e transferidas
para recipientes plasticos, devidamente identificados. As amostras foram acondicionadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, encaminhadas ao Laboratério de Doencas
Parasitarias dos Animais Domésticos - Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) -
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e conservadas em formalina tamponada
10% sob refrigeracdo a 4°C para posterior processamento.

Para a concentracdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. o material biologico foi
submetido a técnica de centrifugo-sedimentacdo em formol-éter (16,17). As amostras
formolizadas foram entdo submetidas a identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp.
por meio de esfregacos fecais (18). Para tanto, dois gramas de cada amostra fecal foram
pesados e fixados em 10mL de solucdo de formalina 10%. Apds homogeneizacdo, a solugédo
foi tamizada em gaze com quatro dobras, sendo, entdo recuperados 2mL de cada solucdo e
transferidos individualmente para tubos cénicos com capacidade para 10mL, adicionados
6mL de solucdo de formalina 10% e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. Apos descarte
do sobrenadante, foram adicionados 3mL de solucéo de formalina 10% e 3mL de éter etilico,
ressuspendendo-se o sedimento no fundo do tubo. Procedeu-se novamente centrifugacédo a
1500 rpm durante 5 minutos. Apds o descarte do sobrenadante oriundo da segunda
centrifugacdo, foram feitos, com auxilio de bastdo de vidro, esfregacos em laminas de
microscopia a partir dos sedimentos resultantes de cada amostra.

Apos 24 horas de secagem, as laminas foram coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada ou Kinyoun (19), e procedeu-se a leitura em microscopio Optico, em objetiva de
40x com posterior confirmacdo na objetiva de 100x sob imersao.

Os dados foram tabulados em planilhas do Microsoft Excel® versdo 2007 obtendo-se as
distribuicdes absolutas e percentuais de cada parametro analisado.

Célculos estatisticos foram realizados por meio do software IBM SPSS® (Statistical
Package for the Social Sciences - Inc. in Chicago, Illinois) na versdo 21. A margem de erro
utilizada nas decisbes dos testes estatisticos foi de 5,0% e os intervalos foram obtidos com
95,0% de confianca.

Valores da associacdo entre as variaveis foram calculados por meio do teste Exato de
Fisher. Para avaliagdo da forca de associacdo entre os cruzamentos das variaveis, foi obtido o
valor do Odds Ratio (OR) com respectivo intervalo de confianca (IC=95%).
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RESULTADOS

Tabela 1. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de felinos domeésticos submetidos a pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium spp. em relacdo a idade, sexo e raca dos animais. Recife - PE,

2013.
Cryptosporidium spp.
Variavel Positivo Negativo TOTAL Valor de p
n % n % n %
Total 6 188 26 813 32 100,0
Idade (anos)
<1 3 231 10 769 13 100,0 p® = 0,242
2-3 2 400 3 600 5 100,0
4-5 1 200 4 80,0 5 100,0
> 5 - - 9 1000 9 100,0
Sexo
Macho 4 333 8 667 12 100,0 p® = 0,165
Fémea 2 100 18 900 20 100,0
Raca
SRD 5 167 25 833 30 100,0 p® = 0,345
CRD 1 500 1 500 2 100,0

(SRD): Sem raga definida (CRD): Com raca definida (1): Teste Exato de Fisher. (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
Néo foi possivel determinar o Odds Ratio devido a ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.

Tabela 2. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de felinos domesticos submetidos a pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium spp. considerando as variaveis tipo de alimento, estado
nutricional e assisténcia veterinaria. Recife - PE, 2013.

Cryptosporidium spp.

Variavel Positivo Negativo TOTAL Valor de p
n % n % n %
Total 6 18,8 26 81,3 32 100,0
Alimento
Alimento Industrializado 6 214 22 786 28 1000 p®=0,566
Comida Caseira + Alimento
. - - 4 100,0 4 100,0
Industrializado
Estado Nutricional
Ideal 5 161 26 839 31 1000 p®=0,188
Subalimentado 1 100,0 - - 1 100,0
Sobrealimentado - - - - - -
Assisténcia Médico-
Veterinaria
Sim 1 71 13 929 14 1000 p®=0,196
Né&o 5 278 13 72,2 18 100,0

(1): Teste Exato de Fisher. (*): Diferenga significativa ao nivel de 5,0%.
N&o foi possivel determinar o Odds Ratio devido & ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.
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Tabela 3. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de felinos domeésticos submetidos a pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium spp. considerando as variaveis quadros diarreicos, amostras
diarreicas, exame coproparasitologico, vermifugacao e vacina recebida. Recife - PE, 2013.

Cryptosporidium spp.

Variavel Positivo Negativo TOTAL Valor de p 055%): a
n % n % n %
Total 6 188 26 81,3 32 100,0
Quadros diarreicos
Sim 3 188 13 813 16 1000 p®=1000 1,00
N&o 1,00 (0,17

3 188 13 813 16 100,0 a5,90)

Coleta/fezes diarreicas

Sim - - 8 1000 8 1000 p®=0,296 *k
Né&o 6 250 18 750 24 100,0

Exame

coproparasitoldgico

Sim - - 1 1000 1 100,0 p®¥=1,000

Né&o 6 194 25 80,6 31 1000 *x
Vermifugacao

Sim 2 91 20 909 22 1000 p®¥=0,060 >k
Né&o 4 40,0 6 60,0 10 100,0

Vacina recebida

Antirrabica 5 556 4 444 9 1000 p®¥=0,005* >k
Antirrabica + Polivalente - - 8 100,0 8 100,0 **
N&o realiza vacinagédo 1 67 14 933 15 100,0 *x
(1): Teste Exato de Fisher. (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(**): Néo foi possivel determinar devido a ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.
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Tabela 4. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de felinos domésticos submetidos a pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium spp. segundo o tipo de ambiente de criacdo, tipo de
quintal/gatil, coleta das fezes, convivéncia com outros animais e convivéncia especifica com
caes. Recife - PE, 2013.

Cryptosporidium spp.

., . : OR (ICa
Variavel Positivo  Negativo TOTAL Valor de p 950%6)
n % n % n %

Total 6 188 26 81,3 32 1000

Ambiente de criagdo

Dentro da residéncia 2 200 8 800 10 1000 p“ =1,000 *x

Residencia + Quintal 3 188 13 81,3 16 100,0 e

Residencia + Quintal+ 1 457 5 g33 § 100, o

Livre acesso a rua

Tipo de quintal/ gatil

Cimentado 5 179 23 821 28 1000 p¥=0584 *x

Terra 1 500 1 50,0 2 1000 **

Terra + Cimentado - - 2 100,0 2 100,0 e

Coleta das fezes do

animal

Sim 4 138 25 862 29 100,0 p*=0,083 ok

Né&o 2 66,7 1 333 3 1000 *x

Convivéncia com outros

animais

Sim 3 10,7 25 893 28 1000 p¥=0,015* >k

Né&o 3 750 1 250 4 100,0 xx

Convivéncia especifica

com cées

Sim 3 150 17 850 20 1000 p¥=0,647 1,00

Né&o 1,89 (0,31

3 250 9 750 12 100,0 a11,34)

(1): Teste Exato de Fisher. (*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.

(**): Néo foi possivel determinar devido a ocorréncia de frequéncias nulas e muito baixas.
DISCUSSAO

A partir das amostras analizadas identificou-se a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. em 18,8% (6/32) dos felinos (Tab.1), sendo este o primeiro registro de
ocorréncia de Cryptosporidium spp. na regido Nordeste do Brasil para a referida espécie
animal.

A positividade de felinos para Cryptosporidium spp. foi superior a reportada em
diversos estudos ja realizados no Brasil e no mundo. Retrospectivamente, para a mesma
espécie animal, Arai et al. (20) em estudo realizado no Japdo obtiveram prevaléncia de 3,8%
de Cryptosporidium spp. Mtambo et al. (9), no Reino Unido, detectaram 8,1% de
positividade. Nash et al. (21) observaram, em pesquisa realizada na Escécia, 12,3% de felinos
positivos. No entanto, Rambozzi et al. (22), em Turin — Italia, relataram positividade superior
(24,5%) a do presente estudo.

No Brasil, Gennari et al.(23), na cidade de Sao Paulo - SP, verificaram positividade de
14,44%. Ragozo et al. (24) observaram 1,45% de gatos positivos nas cidades de Sao Paulo e
Guarulhos-SP. Em Andradina-SP, Coelho et al. (25) detectaram 3,9%, e Ferreira et al. (26) no
municipio de Teresopolis-RJ obtiveram 12,7% de positividade, sendo as frequéncias citadas,
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inferiores quando comparadas com o resultado obtido no presente estudo. As variagdes de
prevaléncia de Cryptosporidium spp. em felinos entre os estudos realizados podem ser
devidas ao aprimoramento de metodologias empregadas em pesquisa, técnicas utilizadas ou
ainda, devido as diferenciadas condigdes ambientais entre as regifes e o tipo de manejo
animal.

N&o se observou associacdo significativa relacionada a idade do animal e a presenca de
oocistos nas fezes dos gatos analisados (Tab. 1), concordando com Coelho et al. (25).
Diferentemente dos resultados ora encontrados, Rambozzi et al. (22) observaram positividade
de 33,3% para felinos com menos de um ano de idade, apresentando diferenga significativa,
afirmando que os animais jovens sdo mais susceptiveis a infeccbes, provavelmente pela
presenca de um sistema imunoldgico imaturo e a auséncia de imunidade proveniente de
exposicoes anteriores (22).

N&o houve associagdo significativa entre a positividade para Cryptosporidium spp. € 0
sexo dos felinos (Tab. 1). Resultados semelhantes foram encontrados Rambozzi et al. (22),
Coelho et al. (25) e Ferreira et al.(26), sugerindo-se que ambos 0s sexos sdo igualmente
susceptiveis ao protozoario.

N&o foi verificada diferenca significativa entre a presenca de oocistos nas fezes de
animais com raca definida (CRD) e sem raca definida (SRD) (Tab. 1), indicando
susceptibilidade a Cryptosporidium spp. independente da raca, como verificado por Rambozzi
et al. (22) e Coelho et al. (25).

Em relacdo ao tipo de alimentacdo recebida pelos animais, também ndo se observou
associacdo significativa com a frequéncia de Cryptosporidium spp. nos felinos (Tab. 2),
concordando com Sotelo et al. (27) em estudo realizado com cées, embora Moura et al. (28)
relatem que dietas caseiras sejam mais suscetiveis a contaminacdo ambiental. Convem
ressaltar que nenhum dos felinos pesquisados recebia alimentacdo exclusivamente caseira.

N&o foi observada associagdo significativa entre a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. e 0 ECC dos felinos estando 16,1% (n=5) com ECC ideal (Tab. 2).

A analise estatistica ndo revelou associacdo significativa entre o parasitismo por
Cryptosporidium spp. e 0 uso de servicos médicos veterinarios. Dos gatos positivos 7,1%
(n=1) recebiam assisténcia veterinaria (Tab. 2).

N&o houve diferenca significativa entre a presenca de diarreia e a positividade para
Cryptosporidium spp. (Tab. 3), resultado semelhante aos registrados por Ferreira et al. (26) e
Alves et al. (29), em estudo realizado com cées. No entanto, discordando dos resultados ora
obtidos, Rambozzi et al. (22) detectaram associacdo significativa entre a infeccdo por
Cryptosporidium spp. e a ocorréncia de diarreia em gatos.

Ndo foi também detectada associacdo significativa entre a positividade para
Cryptoporidium spp. e a prética da realizacdo do exame de fezes dos animais, observando-se
0 mesmo em se tratando da vermifugacdo (Tab. 3). JA& em relacdo a vacinacdo, houve
associacdo significativa (p=0,005) (Tab. 3), verificando-se que 29,4% (5/17) dos animais
vacinados foram positivos para Cryptosporidium spp., enquanto 70,6% (12/17) foram
negativos. Estes resultados podem ser explicados pela melhor condicdo imunoldgica
desenvolvida por animais vacinados. A analise estatistica ndo revelou associacao significativa
para o tipo de ambiente de criacdo dos felinos, assim como para a préatica ou ndao da coleta das
fezes dos animais (Tab. 4), mesmo sendo a higiene do ambiente um fator importante na
epidemiologia de parasitoses (30,31).

Ressalta-se que 100% dos animais positivos ndo apresentavam diarreia (Tab. 4).
Animais domésticos assintomaticos podem atuar como fontes de infec¢do de Cryptosporidium
spp., albergando-o em seu trato intestinal e veiculando oocistos viaveis ao ambiente por meio
de suas fezes (32,33), favorecendo a transmissé@o de forma direta ou indireta. Outro fator
importante é que o nimero de oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente aumenta a
medida que cresce a densidade populacional de animais por residéncia (34). Por esta razdo o
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conhecimento sobre a criptosporidiose e seus aspectos epidemiolégicos, tornam-se essenciais
sob o ponto de vista da salde publica, havendo a necessidade da ampliacdo de estudos
abrangendo a triade criptosporidiose - populagdo humana - animais de companhia.

No convivio dos gatos analisados com outros animais (Tab.4), apesar de ter havido
associagéo significativa (p=0,015), o percentual de gatos positivos para Cryptosporidium spp.
que mantinha contato com outras espécies de animais domésticos foi menor (10,7%). Este
dado pode remeter, dentre outros fatores, ao numero amostral utilizado, ja que,
comprovadamente, 0 convivio com outros animais ou de Vvarios animais em um mesmo
espaco fisico favorece a disseminacdo de Cryptosporidium spp. caso haja animais positivos
para 0 protozodrio nessa populacdo. O contato com cdes ou animais de outras espécies tem
sido considerado um potencial fator de risco para a criptosporidiose (35). Ja em relacdo ao
convivio especificamente com cdes (Tab.4), ndo houve associa¢do significativa (Tab. 4),
divergindo do constatado em estudo conduzido por Ederli et al. (36).

CONCLUSAO

Nas condicdes em que se realizou o estudo, comprova-se a existéncia de animais
positivos para Cryptosporidium spp. com frequéncia consideravel nos felinos de companhia
estudados, associada principalmente com a ndo pratica da vacinagcdo e a convivéncia com
outros animais.

A metodologia utilizada no presente estudo baseou-se nas normas éticas de pesquisa
cientifica com animais, aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFRPE) sob a licenga n°® 005/2013 em 22 de fevereiro de 2013.
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RESUMO

Diante da grande importancia da distocia para bovinocultura, por representar elevadas perdas
econbmicas e mostrar a fragilidade do sistema de criagdo, objetivou-se estudar alguns
indicadores bioquimicos no momento do parto eutdcico e laborioso em vacas atendidas na
rotina hospitalar. Para isso realizaram-se avaliacbes protéica (proteina e albumina),
enzimatica (creatina-quinase), hormonal (cortisol), energético (acido graxo nao esterificado e
betahidroxibutirato) e mineral (célcio, fosforo e magnésio) no soro desses animais, que
tinham idade variando entre dois e 12 anos. As vacas eram oriundas de propriedades do
Agreste Meridional do estado de Pernambuco, localizado no Nordeste do Brasil e atendidas
na Clinica de Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(CBG/UFRPE). As vacas foram divididas em quatro grupos: grupo | (G1) distocia materna
(n=79), grupo Il (G2) distocia fetal (n=82), grupo Il (G3) distocia materno-fetal (n=15) e
grupo IV (G4) parto normal (n=13). Os valores obtidos foram analisados entre os quatro
grupos, comparando-os entre si, os quais foram submetidos a analise de variancia (P<0,05).
Na analise laboratorial dos grupos (I, Il, Il e IV), constataram-se, respectivamente, niveis
elevados de cortisol (145,7ng/mL; 210,4ng/mL; 145,35ng/mL e 85,96ng/mL),
creatinoquinase (194mg/dL; 607mg/dL; 485mg/dL e 145,7mg/dL) e NEFA (0,95mmol/L;
0,85mmol/L; 0,90mmol/L e 1,06mmol/L), além de uma hipocalcemia sub-clinica, se
destacando as vacas com distocia materna, cujos valores foram (7,3mg/L; 7,8mg/L; 7,43mg/L
e 8,24mg/L) respectivamente. Com isso é importante ressaltar os cuidados que se devem ter
com relacdo ao manejo alimentar no terco final de gestacdo com o intuito de minimizar os
efeitos negativos das deficiéncias nutricionais, facilitando a adaptacéo da vaca neste periodo
de transicao.

Palavras-chave: cortisol, calcio, proteina, NEFA, betahidroxibutirato.

BIOCHEMICAL PROFILE, HORMONE AND MINERAL OF COWS AT THE TIME
OF ELIVERYAND NORMAL WITH DYSTOCIA

ABSTRACT

Given the great importance of dystocia for cattle, which represent high economic losses and it
shows the fragility of creation, aimed to study some biochemical indicators at the time of
normal delivery and laborious in cows treated in hospital routine. For this evaluations were
performed, protein (protein and albumin), enzyme (creatine Kinase), hormonal (cortisol),
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energy (unesterified fatty acid and beta hydroxybutyrate) and mineral (calcium, phosphorus
and magnesium) in the serum of these animals, which had aged between two and 12 years.
The cows were from Southern Properties Agreste of Pernambuco, located in northeastern
Brazil and Attended the Clinic for Cattle Garanhuns Federal Rural University of Pernambuco
(CBG/UFRPE). The cows were divided into four groups: group | (G1) maternal dystocia (n =
79), group Il (G2) fetal dystocia (n = 82), group 11l (G3) maternal-fetal (n = 15) and dystocia
group IV (G4) vaginal delivery (n = 13). Data were analyzed among the four groups,
comparing them to each other, which were subjected to analysis of variance (P <0.05). In
laboratory test groups (I, 11, 111 and 1V) is found, respectively, high cortisol levels (145.7 ng /
mL, 210.4 ng / ml, 145.35 ng / ml and 85.96 ng / ml) , creatine kinase (194mg/dL, 607mg/dL,
485mg/dL and 145.7 mg / dL), and NEFA (0.95 mmol / 1 0.85 mmol / 1 0.90 mmol / | and
1.06 mmol / L), and a subclinical hypocalcemia, highlighting maternal cows with dystocia,
whose values were (7.3 mg/L,7.8mg/L, 7.43 mg/L and 8.24 mg / L) respectively. Thus it
is important to emphasize the care that must be taken regarding the feeding in the final third
of gestation in order to minimize the negative effects of nutritional deficiencies, facilitating
the adjustment of the cow during this transition period.

Keywords: cortisol, calcium, protein, NEFA, beta hidroxibutirato.

PERFIL BIOQUIMICO, HORMONAL Y MINERALES DE VACAS EN EL
MOMENTO DEL PARTO NORMAL Y CON DISTOCIA

RESUMEN

Dada la gran importancia de la distocia del ganado, que representan grandes pérdidas
economicas y que muestra la fragilidad de la creacion, este trabajo tuvo como objetivo
estudiar algunos indicadores bioguimicos en las vacas en el momento del parto normal y
laborioso en las vacas tratadas en la rutina del hospital. Por estas evaluaciones de laboratorio
se realizaron, proteina (proteina y albumina), enzima (creatina quinasa), hormonales
(cortisol), energia (acido graso no esterificado y betahidroxibutirato) y minerales (calcio,
fosforo y magnesio) en el suero de estos animales, que tenia con edades comprendidas entre
dos y 12 afios. Las vacas eran de Propiedades del Sur Agreste de Pernambuco, ubicado en el
noreste de Brasil y asistié a la Clinica de Bovinos en Garanhuns de la Universidad Federal
Rural de Pernambuco (CBG/UFRPE). Las vacas se dividieron en cuatro grupos: grupo | (G1)
distocia materna (n = 79), grupo Il (G2) distocia fetal (n = 82), el grupo Il (G3) materno-fetal
(n = 15) y grupo de distocia IV (G4) parto vaginal (n = 13). Se analizaron los datos entre los
cuatro grupos, comparandolos entre si, que se sometieron a andlisis de varianza (p <0,05). En
los grupos de ensayo de laboratorio (I, Il, Il y IV) se encuentra, respectivamente, los niveles
altos de cortisol (145,7 ng / ml, 210,4 ng / ml, 145,35 ng / ml y 85,96 ng / ml) , creatina
quinasa (194mg/dL, 607mg/dL, 485mg/dL y 145,7 mg / dl), y NEFA (0,95 mmoles / | 0,85
mmoles / 1 0,90 mmoles / 1 y 1,06 mmol / I), y una hipocalcemia subclinica, destacando las
vacas madres con distocia, cuyos valores fueron (7,3 mg /L, 7,8 mg/L, 7,43 mg/ly 8,24 mg
/ L), respectivamente. Por lo tanto, es importante tener cuidado con respecto a la alimentacion
en el tercio final de la gestacion con el fin de minimizar los efectos negativos de las
deficiencias nutricionales, facilitar el ajuste de la vaca durante este periodo de transicion.

Palabras clave: cortisol, calcio, proteina, NEFA, betahidroxibutirato.
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INTRODUCAO

A qualificagdo genética das racas tem melhorado cada vez mais a produtividade dos
rebanhos, no entanto, esse aumento da producdo vem acompanhado pelo aparecimento de
disturbios metabolicos, sendo necessarias melhores condicdes de manejo e alimentacéo
durante o periodo de transicdo. Como as doencas infecciosas sdo mais efetivamente
controladas por um programa de imunizacdo e procedimentos de isolamento, os problemas
metabolicos constituem as principais enfermidades dos bovinos leiteiros, principalmente no
momento da concepcdo onde a vaca passa por essas alteracbes e podem apresentar
dificuldades no desencadeamento do parto (1, 2).

Rebanhos de alta produgdo mostram que uma em cada duas a trés vacas sofre algum
tipo de injuria sanitaria e/ou nutricional durante o periodo de transicdo, 0 que mostra a
fragilidade do sistema de criacdo (3). Desta forma, esses problemas demonstram a
necessidade de melhorias no manejo, para que as vacas possam atingir o seu potencial
genético de producdo de leite sem prejuizo a sua salde e a rentabilidade da atividade leiteira.
Contudo, o conhecimento das alteracbes fisioldégicas e metabdlicas, que ocorrem neste
periodo, é extremamente importante para que Sse possam minimizar as grandes perdas
econémicas (4). Atualmente, o perfil metabolico ganhou importancia e vem sendo utilizado,
especialmente, relacionando as enfermidades de vacas leiteiras no periodo de transicdo como
ferramenta para o diagndstico, progndstico e prevencéo (5-8).

Trabalhos mostram que vacas com baixo escore corporal no momento do parto séo mais
acometidas por enfermidades reprodutivas. As deficiéncias minerais, hormonais e vitaminicas
sdo as principais causas no aparecimento destes problemas. Essas caréncias resultam em
contracdes uterinas insuficientes, podendo apresentar distocias no momento do parto, além de
ndo conseguirem eliminar totalmente os restos placentarios. Este quadro pode desenvolver
enfermidades comprometendo a sanidade do animal e, consequentemente, a producéo de leite

(4).

O principal fator que colabora para o desenvolvimento dessas enfermidades é o balanco
energético negativo (BEN) que o animal desenvolve em virtude da queda na ingestdo de
matéria seca no mesmo periodo em que ocorre uma demanda abrupta e substancial no
requerimento de nutrientes para desenvolvimento fetal e producéo de leite. Este momento de
BEN tem sido associado com imunossupressdao, doencas do peri-parto, aumento do tempo
para primeira ovulacao e cobertura (9).

Diante da importancia da bovinocultura e da alta ocorréncia de disturbios reprodutivos,
além da caréncia de informacoes relacionadas a estes problemas na regido da bacia leiteira do
estado de Pernambuco, objetivou-se estudar alguns elementos bioguimicos, hormonal e
mineral no momento do parto associado a ocorréncia de distocias de origem materna e/ou
fetal em vacas atendidas na rotina hospitalar.

MATERIAL E METODOS
Animais utilizados e local do experimento

Realizaram-se avaliagfes laboratoriais no soro de 189 vacas com distocias (materno
e/ou fetal) e de partos normais com idade variando entre dois e 12 anos, coletado no momento
do parto. Oriundas de propriedades do Agreste Meridional do estado de Pernambuco,
localizado no Nordeste do Brasil e atendidas na Clinica de Bovinos de Garanhuns, Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (CBG/UFRPE). Os animais foram divididos em
quatro grupos: grupo | (G1) distocia de origem materna (DOM), grupo 1l (G2) distocia de
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origem fetal (DOF), grupo 111 (G3) distocia de origem materno-fetal (DOMF) e grupo IV (G4)
parto normal (PN).
Coleta de material e Anélise

Para as analises dos dados, coletaram-se amostras de sangue em tubos siliconizados
vacutainer® (sem anticoagulante), utilizando-se agulhas 25x8mm, mediante puncéo da veia
jugular. Posteriormente, foram centrifugadas por um periodo de cinco minutos a 3.500 rpm.
As aliquotas de soro foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e armazenadas em freezer
a—80°C para posterior processamento laboratorial.

O conjunto de variaveis estudadas no soro foi: Hormonal (cortisol — n=96), pelo método
eletroquimioluminecéncia®; Proteico (albumina n=189, proteina total n=189); Enzimatico
(Creatinoquinase n=186) e Mineral (célcio total n=185, fosforo n=188 e magnésio n=188),
determinado quantitativamente pelo método colorimétrico; e Energético (betahidroxibutirato
n=98, acido graxos ndo esterificados/NEFA n=94) por meio da metodologia enzimatica, em
todas estas analises utilizaram-se kits comerciais (LABTEST)*, além de corpo cetdnico
(betahidroxibutirato) que foi realizado pelo método cinético UV — D-3-Hydroxybutyrate
(RANBUT) RANDOX®. As avaliacdes bioquimicas foram processadas em analisador
bioquimico semi-automatico Labquest.

Analise estatistica

Os valores obtidos foram analisados entre 0s quatro grupos, comparando-os entre si, 0S
quais foram submetidos a analise de variancia. As estatisticas F calculadas foram
consideradas significativas quando p<0,05, sendo que 0s contrastes entre as médias foram
realizados pelo método de Tukey, calculando-se a diferenca minima significativa (dms) para
alfa igual a 0,05. Para a analise das variaveis consideradas ndo paramétricas, foi empregado o
teste de Kruskal-Wallis, usando o 2 e calculando a dms para alfa igual a 0,05 empregando-se
0 programa computacional Sigma Stat (10).

RESULTADOS

Avaliando os dados epidemioldgicos constatou-se, nas vacas atendidas, uma ocorréncia
maior de DOF 46,6% nas vacas analisadas, seguida das DOM acometendo 44,9% e 8,5%
DOMF.

Andlise Laboratorial

Os niveis de proteina total das vacas avaliadas encontraram-se dentro dos parametros de
normalidade para espécie, todavia, a albumina apresentou-se pouco abaixo do limite inferior.
Entretanto ndo houve diferenga estatistica significativa (P>0,05) entre os grupos, conforme
(Tabela 1).

Com relacdo ao cortisol, todos 0s grupos estudados apresentaram valores bem elevados
no momento do parto, porém resultados mais expressivos foram constatados nos animais com
distocias, nos quais se destaca os pertencentes ao G2, cujos valores foram mais elevados,
havendo diferenca significativa (P<0,05) com as vacas que compdem os grupos G1 e G4. Os
niveis de creatinoquinase (CK), também se mostraram elevados nos grupos avaliados, porém
nos casos de distocias apresentaram valores médios maiores do que as de parto normal,

* LABTEST DIAGNOSTICICA
® Kit comercial da RANDOX Laboratories Ltd.
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entretanto ndo houve diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os quatro grupos
(Tabela 1).

Analisando o perfil energético destes animais, observou-se que os valores de R-
hidroxibutirato (BHB) dos grupos estudados ndo apresentaram alteracbes e ndo houve
diferenca estatistica (P> 0,05) entre os grupos. Contudo, os niveis de NEFA, em todos o0s
grupos apresentaram-se elevados, ndo observando diferenca estatistica significativa (P>0,05)
entre eles (Tabela 1).

Na avaliagdo mineral, mereceu destaque os valores de célcio total sérico abaixo do
limite em todos os grupos analisados, mais expressivos nos casos de distocia materna (G1),
apresentando diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre as vacas dos grupos G2 e G4.
Na avaliacdo dos niveis de fésforos, todos os grupos apresentaram valores pouco abaixo do
limite inferior de normalidade para a espécie, sendo mais expressivo no grupo (G1l),
entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa (P>0,05). Com relacdo aos niveis de
magnésio observaram-se o0s valores um pouco acima do limite superior de normalidade,
contudo ndo houve diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os grupos estudados
(Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo bioquimica de vacas com distocia materna, fetal, materno/fetal e de parto

normal, no momento do parto.
Valor bioquimico médio, desvios padrdo (x+s) e mediana das vacas avaliadas no momento do parto com:
Variaveis (DOM) Distocia (DOF) Distocia (DOMF) Distocia *Referéncia
analisadas Materna (G1) Fetal (G2) Materno/fetal (G3) (PN) Parto Normal (G4)
Proteina total (g/dl) (n=79) 7,72 (25-75%)° (n=82) 7,53 (25-75%)% (n=15) 8,05 (25-75%)% (n=13) 7,58 (25-75%)% 6,74 — 7,46

Albumina (g/dI) (N=79) 2,77 (25-75%)* (n=82) 2,94 (25-75%)% (n=15) 2,68 (25-75%)° (n=13) 3,00 (25-75%)° 3,03 — 3,55

Cortisol (ng/mL)  (n=51) 145,7 (25-75%)" (n=34) 210,4 (25-75%)° (n=6) 145,35 (25-75%)® (n=6) 80,96 (25-75%)" 15-19

BHB! (mmoliL) (n=47) 0,35 (25-75%)° (n=40) 0,40 (25-75%)% (n=6) 0,43 (25-75%)®  (n=6) 0,57 (25-75%)° 0-0,7
NEFA2 (mmol/L) (n=48) 0,95 £ 0,495° (n=35) 0,85+ 0,418  (n=6) 0,90 + 0,481° (n=6) 1,06 + 0,455° <04
CK® (mg/dL) (n=78) 194 (25-75%)® (n=82) 607 (25-75%)% (n=15) 485 (25-75%)* (n=12) 145,7 (25-75%)° 4,8—12,1

Célcio total (mg/dL) (n=77) 7,3 (25-75%)® (n=81) 7,8 (25-75%)° (n=14) 7,43 (25-75%)%® (n=13) 8,24 (25-75%)* 9,7 - 12,4
Fésforo (mg/dL) (n=78) 4,05 (25-75%)° (n=82) 4,7 (25-75%)* (n=15)5,6 (25-75%)°  (n=13) 4,7 (25-75%)* 56— 6,4
Magnésio (mg/dL)  (n=78) 2,4 (25-75%) % (n=82) 2,55 (25-75%)° (n=15) 2,65 (25-75%)% (n=13) 2,59 (25-75%)°  1,8-23

Letras minUsculas diferentes na mesma Iinha P<0,05
1.BHB — Beta-hidroxibutirato; 2. NEFA - Acido graxo ndo esterificado; 3. CK — Creatinoquinase. * Fonte Kaneko et al. (11).

DISCUSSAO

Embora foi observada uma pequena diferenca entre a ocorréncia de DOM e DOF neste
estudo, a literatura afirma que as distocias de origem fetal sdo mais comuns em vacas (12).
Trabalhos realizados, no Brasil, por Costa et al. (13) relataram um maior nimero de casos de
DOF 60,22% em vacas, do que as DOM 31,67%, ja as DOMF apresentou-se em apenas 8,9%
dos animais acometidos. Em outra pesquisa realizada por Borges et al. (14) com 149 vacas
atendidas na rotina hospitalar, também destacou as DOF. Neste estudo, somando-se as
distocias que envolvem problemas maternos (DOM e DOMF), atinge mais de 50% dos casos
de partos laboriosos atendidos na rotina hospitalar da CBG/UFRPE. Este acontecimento pode
estd associado a caracteristica produtiva dos animais, pois se tratam de vacas leiteiras e a
demanda por nutrientes neste periodo é muito grande, aumentando a possibilidade de
disturbios metabolicos que comprometem o desencadeamento do parto.
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Proteina

Apesar dos niveis proteicos dos animais avaliados apresentarem-se dentro dos limites de
normalidade, segundo Fleming (15), durante o pré-parto, ocorre uma diminuicdo na ingestao
de matéria seca em 28% nos 17 dias que antecedem o parto normal, reducdo maior, da ordem
de 40%, foi verificada dois dias antes da pari¢do. Contudo durante o periodo de transicao a
vaca mobiliza suas reservas para atender suas demandas, no entanto animais que apresentam
problemas no momento do parto, tanto a ingestdo quanto a mobilizacdo de suas reservas
podem ser prejudicadas, isso pode justificar os niveis pouco abaixo do limite inferior da
albumina desses animais. Segundo Gonzales et al., (16) uma queda acentuada no nivel desta
proteina poderia causar, consequentemente uma diminui¢cdo do valor de calcio sérico no
sangue.

Cortisol

Os niveis elevados deste hormonio, encontrado neste estudo, corroboram com o0s
achados descritos por Gala & Westphal (17); Enrigth et al. (18) e Nikolic et al. (19) onde
relatam que em geral, os valores de glicocorticGides no sangue permanecem baixos na maior
parte da gestacdo, porém apresentam valores mais expressivos que coincide com 0 momento
do parto, em funcdo do estresse que ocorre neste periodo. Entretanto, segundo Sorge, (20) e
Burton et al. (21) perturbacbes ambientais nessa fase podem esta associada a presenca
continua de pessoas e piquete superlotado, comprometendo a viabilidade fetal, pois pode levar
a reducdo da motilidade uterina, dilatacdo cervical insuficiente e diminuicdo das contracdes
abdominais resultando em um parto prolongado e/ou distocico. Rushen (22) e Beerda et al.
(23) acrescentam que o cortisol tem sido considerado um bom indicador de estresse.

Enzima

Acredita-se que a elevacao do nivel de CK observado neste estudo esteja relacionada as
tentativas de manobras obstétricas improdutivas, que retardam ou prolongam o atendimento
mais efetivo, provocando lesbes musculares e retardando a recuperacdo da parturiente.
Conforme Morais et al. (27) esta é a enzima mais sensivel para indicar lesdes musculares, que
ocorrem com vacas submetidas a decubito e cansaco fisico prolongado. O esfor¢o do parto
também € outro fator que contribui para o aumento dessa enzima. Estes achados sugerem ter
ocorrido uma extensa lesdo muscular, o que explica as manifestacdes deste componente
muscular. A maioria das vacas acometidas, deste estudo, havia sido previamente manipulada
na propriedade, sofrendo variados graus de intervencdo antes de darem entrada na clinica,
justificando os niveis tdo elevados dessa enzima, principalmente dos grupos que apresentaram
distocias. Alguns autores acrescentam que a principal complicacdo dos quadros de decubito
persistente € a isquemia da musculatura dos membros posteriores, pela pressdo do peso do
animal em decubito, causando progressiva degeneracdo e necrose muscular, fato este que,
dependendo da intensidade dessa isquemia, pode comprometer a recuperacdo das vacas no
poOs-parto (28, 29).

Energético
Na analise do BHB ndo foi observado nenhuma alteracdo. Para Oetzel (24) este € um

pardmetro bioquimico de boa confiabilidade para avaliacdo do perfil energético devido a sua
estabilidade, quando comparado com 0s outros corpos cetdnicos, podendo ser analisado a
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partir de amostras de sangue, leite ou urina. Quando encontrado em niveis elevados, refletem
um quadro de déficit energético grave e risco de desenvolver cetose. Diante disso conclui-se
que os animais com distocias e/ou de parto normal, ndo apresentaram um déficit de energia
tdo elevado capaz de provocar transtorno no momento do parto.

Contudo, os niveis de NEFA de todos 0s grupos apresentaram-se elevados. Segundo
Duffield (25) sua determinagdo é uma importante ferramenta na previsdo da mobilizacéo das
reservas corporais, pois permite a deteccdo precoce de vacas com risco para 0
desenvolvimento de enfermidades relacionadas a um grave balanco energético negativo
(BEN), pois concentragfes muito elevadas tém sido propostas como indicadores de um
excessivo BEN no pré-parto, possibilitando a tomada de uma série de medidas preventivas
referente as mesmas. O inicio da lactacdo é considerado um periodo critico devido ao BEN,
porém, para alguns autores, ndo é nesse periodo que a concentracdo de NEFA se encontra
elevada e sim nas ultimas semanas antes do parto com pico no dia do parto (26). Esta
elevacdo nos niveis de NEFA, acima da normalidade, pode justificar perante os fatores
presente no momento do parto como a grande demanda de energia gasta para parir, a
diminuicdo no consumo de alimento e os niveis elevados de cortisol que interferem na
utilizagdo da glicose pelo organismo, estes fatores podem estar diretamente associados a uma
mobilizagdo maior neste periodo.

Minerais

O célcio total sérico foi o elemento que teve maior relacdo com a ocorréncia de partos
laboriosos e que representa um fator de risco importante, inclusive para as vacas de parto
normal, onde se observou o nivel sérico deste mineral abaixo do limite estabelecido para a
espécie, destacando-se as vacas acometidas por DOM, em que apresentam 0S menores
resultados. Segundo a literatura, estes achados podem refletir numa série de complicacdes que
estdo associadas a hipocalcemia, destacando o aumento na ocorréncia de distocia em 7,2
vezes, NOS casos em que as vacas apresentam niveis baixos de célcio no momento do parto.
Outros problemas observados também sdo: o prolapso de Gtero pode ser 3,1 vezes mais
frequiente em vacas com febre do leite, além de retencdo de placenta que pode aumentar em
5,7 vezes e mastite clinica, em que esta 5,4 vezes mais presente, principalmente devido ao
decubito prolongado nesses animais (29).

Os niveis baixos de calcio em todos 0s grupos representam um achado importante para
se compreender melhor a ocorréncia dos casos de distocias, principalmente nas vacas de alta
producdo gque sdo submetidas a um constante desafio metabdlico. Conforme Gonzales et al.
(16) o célcio exerce um papel extremamente importante no metabolismo das vacas, pois este
mineral estd envolvido em uma ampla gama de fun¢bes no organismo destes animais. Goff
(30) acrescenta que este mineral liga-se a troponina, a qual permite a ligacdo cruzada da
actina e da miosina, resultando na contracdo muscular. O calcio intracelular, embora seja
1/10.000 da concentracdo do célcio extracelular, estd envolvido em uma ampla gama de
enzimas e funciona como segundo mensageiro, para retransmitir a informacdo do exterior da
célula para o seu interior. A maior parte dos hormdnios peptidicos ndo pode entrar na célula-
alvo, onde iniciam a atividade bioldgica. A concentracdo extracelular também influencia a
secrecdo de outras substancias pelos nervos e glandulas enddcrinas. Contudo, a vaca
hipocalcémica é incapaz de secretar insulina pelo péancreas tornando-se hiperglicémica.
Segundo Jackson (31), a hipocalcemia ocorre especialmente na vaca, proximo da hora do
parto e pode ser responsavel pela inércia uterina primaria nessa espécie, uma das causas das
distocias de origem materna, fato este constatado em algumas situacgdes deste trabalho.

Com relacéo ao fosforo, observam-se niveis um pouco abaixo do limite de normalidade
em todos os grupos estudados. A concentracdo deste mineral no soro ou plasma é muito
usada, ja que seus valores caem rapidamente quando a dieta é inadequada (32). Cerca de 30%
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do fésforo sanguineo esta presente como anion fosfato inorganico; o restante esta incorporado
em moléculas organicas, como as proteinas e as membranas celulares. No final da gestacéo,
os niveis de fésforo plasmatico podem declinar precipitadamente, a medida que o crescimento
do feto se acelera e remove quantidades substanciais de fosforo da circulagdo materna. Estes
animais freqlientemente ficam em declbito e sdo incapazes de se levantar, embora parecam
razoavelmente alertas e comam o alimento colocado a sua frente. A doenca em geral se
complica pela hipocalcemia, hipomagnesemia e em alguns casos pela hipoglicemia
concomitantes (30). Nos casos mais comuns de uma deficiéncia de fosforo observa-se um
escore corporal ruim, com emagrecimento e fraqueza generalizada, fraturas, diminuicdo da
secrecdo dos horménios hipotalamico-hipofisarios, podendo desencadear problemas no
momento do parto (34), contudo os niveis pouco abaixo do limiar de normalidade observado
nos quatro grupos estudados ndo foram suficientes para provocar tais achados clinicos
supracitados pela literatura.

Os niveis de magnésio, um pouco acima da normalidade, observados nessa pesquisa,
pode representar um fator de risco importante, onde este achado associado a concentragdes
baixas de célcio, que também foram observadas nesse estudo, pode desencadear complicacfes
para 0 animal no momento do parto. Pois para alguns autores o magnésio inibe
competitivamente a entrada do calcio no neurdnio motor. A vaca que estiver hipocalcémica e
hipermagnesémico so sera capaz de iniciar contracfes musculares muito fracas. Esta condicéo
é conhecida como paresia, frequentemente observado em vacas leiteiras (31, 27).

CONCLUSAO

Diante dos resultados, pode-se avaliar que a origem de um balanco energético negativo
associado ao desequilibrio de alguns elementos minerais, destacando-se o célcio, contribui
para ocorréncia de transtorno de natureza obstétrica, acarretando inclusive em perdas
econdmicas significativas, comprometendo, sobretudo, a vida da parturiente e seu produto.
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RESUMO

A leptospirose € uma antropozoonose causada por diferentes sorotipos de leptospiras cuja
epidemiologia esta associada a altos indices pluviométricos, com alta ocorréncia em animais
de companhia, de interesse zootécnico e espécies silvestres. Os cdes tem estreita relacdo com
humanos e pela infeccdo renal podem eliminar a bactéria pela urina, sendo importante fonte
de infeccdo. O presente estudo objetivou a determinacdo da soroprevaléncia e a carga
bacteriana de Leptospira spp. em 151 cdes de um Centro de Controle de Zoonoses. Foram
coletadas amostras de sangue para a obtencdo de soro e realizacdo da prova de
Soroaglutinacdo Microscopica (SAM). 59/151 (39,1%) dos animais foram sororreagentes para
pelo menos um sorovar sendo os de maior prevaléncia e com titulos mais elevados o sorovar
Copenhageni  (23,73%) pertencente ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae e o sorovar
Icterohaemorrhagiae (16,95%). O sorovar Canicola, comumente encontrado nos cées,
apresentou 10,17% de sororreatividade com titulos menores. As amostras de soro foram
também submetidas a pesquisa de DNA da bactéria pela reacdo em cadeia pela polimerase
convencional (cPCR) utilizando-se os primers Lepl e Lep2 e apenas uma amostra foi positiva
sendo submetida a PCR quantitativa (QPCR), que resultou numa carga bacteriana de
14.829.820/mL. Os resultados demonstram evidéncia de infeccdo por Leptospira spp. em
caes, com niveis de anticorpos detectaveis a SAM, e que em um cédo foi possivel detectar a
bactéria no soro sanguineo. Destaca-se, portanto, a dispersdo de diferentes sorovares de
Leptospira spp. no ambiente, devido a eliminacdo destes sorovares por animais portadores
renais, bem como o risco de transmissao para outros animais e humanos e a importancia dos
caes como animais sentinelas nos estudos epidemioldgicos.

Palavras-chave: leptospira, cées, anticorpos, DNA bacteriano.
ANTIBODIES AND DNA DETECTION OF Leptospira spp. IN CANINE SERUM
ABSTRACT

Leptospirosis is a anthropozoonosis caused by different serotypes of leptospira whose
epidemiology is associated with heavy rainfall, with high occurrence in pets, animals of
zootechnical interest and wild species. Dogs have close relationship with humans and in the
kidney infection can eliminate the bacteria in the urine, being an important source of
infection. The present study aimed to determine the prevalence of antibodies and bacterial
load of Leptospira spp. in 151 dogs received at a Center for Zoonosis Control. Blood samples
were collected to obtain serum which was submitted to the Microscopic Agglutination Test
(MAT). 59/151 (39.1%) dogs were seropositive for at least one serovar with the highest
prevalence and higher titers for the serovar Copenhageni (23.73%) serogroup
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Icterohaemorrhagiae and to sorovar Icterohaemorrhagiae (16.95%). The Canicola serovar,
commonly found in dogs, showed 10.17% of seroreactivity with smaller titles. Serum samples
were also examined for the presence of DNA of the bacterium by the conventional
Polymerase Chain Reaction (cPCR) using the primers Lepl and Lep2 and only one sample
was positive, being subjected to quantitative PCR (qPCR), resulting in bacterial load of
14.829.820/mL. The results show evidence of infection with Leptospira spp. in dogs, with
detectable levels of antibodies by MAT, and in one dog the bacteria could be detected in the
blood serum. It is noteworthy, therefore, the environment dispersion of different serovars of
Leptospira spp., due to the elimination of these serovars by carrier animals kidney, and the
risk of transmission to other animals and humans and the importance of dogs as sentinels
animals in epidemiological studies.

Keywords: leptospira, dogs, antibodies, bacterial DNA.
DETECCION DE ANTICUERPOS Y ADN DE Leptospira spp. EN SUERO CANINO
RESUMEN

La leptospirosis es una antropozoonosis causada por diferentes serotipos de leptospira cuya
epidemiologia se asocia con alta precipitacion, con una alta incidencia en los animales
domésticos, de interés zootécnico y las especies silvestres. Los perros tienen una estrecha
relacion con los seres humanos y la infeccion renal puede eliminar las bacterias en la orina,
una importante fuente de infeccion. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de anticuerpos y la carga bacteriana de Leptospira spp . en 151 perros recibido en
un Centro de Control de Zoonosis. Se recogieron muestras de sangre para obtener suero y la
realizacion de la Prueba de Aglutinacion Microscépica (MAT). 59/151 (39,1%) de los perros
eran seropositivos a al menos un serovar, con mayor prevalencia y titulos mayores para el
serovar Copenhageni (23,73%) del serogrupo icterohaemorrhagiae (16,95%). El serovar
canicola, que se encuentra cominmente en perros, mostré 10,17% de serorreactividad con
titulos menores. También se examinaron muestras de suero para detectar la presencia de ADN
de la bacteria por la reaccion en cadena de la polimerasa convencional (cPCR) utilizando los
cebadores LEP1 y LEP2 y s6lo una muestra fue positiva, siendo sometida a PCR cuantitativa
(gPCR), lo que resultdé en un cargo bacterial 14.829.820/mL. Los resultados muestran
evidencia de infeccion con Leptospira spp. en perros, con niveles detectables de anticuerpos
MAT y que en un perro podria detectar bacterias en el suero sanguineo. Es de destacar, por lo
tanto, la dispersion de diferente serovares de Leptospira spp. para el medio ambiente, debido a
la eliminacion de estos serovares por animales portadores renales, asi como el riesgo de
transmision a otros animales y seres humanos y la importancia de los perros como animales
centinelas en los estudios epidemioldgicos.

Palabras clave: leptospira, perros, anticuerpos, ADN bacteriano.
INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana aguda ou cronica de grande polimorfismo
clinico que afeta diversas espécies animais, entre elas os caninos, e humanos. Seu agente
etiologico € a Leptospira interrogans, com mais de 250 sorotipos.

Os animais domésticos e silvestres podem se tornar portadores e contribuir para a
disseminagéo das leptospiras no ambiente. Humanos se infectam direta ou indiretamente,
respectivamente, por lesdes na pele e mucosas ou por meio da agua, solo e alimentos
contaminados com urina de animais portadores (1). Os roedores geralmente sdo portadores

Langoni H, Ponte MC, Barbosa D, Manzi MP, Silva RC, Menozzi BD. Pesquisa anticorpos e de DNA de
Leptospira spp. em soro canino. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 429-436.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 431

permanentes de diversos sorovares de leptospiras, portanto, 0s ambientes em que circulam
estédo constantemente contaminados (2).

Nos cdes, a infeccdo pode variar de quadros assintomaticos a graves. A forma mais
grave é a hemorragia que se instala repentinamente com febre por 3 a 4 dias, seguida por
rigidez e mialgias nos membros posteriores, hemorragia na cavidade oral com tendéncia a
formacdo de Ulceras, necrose e faringite. Em etapa posterior pode haver gastroenterite
hemorragica e nefrite aguda. Tanto na leptospirose pelo sorovar Canicola como pelo
Icterohaemorrhagiae pode haver ictericia (3).

O carater zoonotico da enfermidade € dado pela transmissdo da bactéria para humanos,
principalmente, por meio da urina de roedores e também pelo contato com cées, que adquirem
a doenca pelo contato com outros cdes ou roedores que urinam em areas comuns. As areas
tropicais do globo sdo endémicas, devido ao alto indice pluviométrico, sendo que 0s maiores
registros de casos de leptospirose sdo nas estacfes chuvosas; havendo um agravamento em
inundacdes, situacdes em que 0s roedores migram para os domicilios (3,4).

No Brasil, os achados soroldgicos em cdes indicam a soroprevaléncia de diferentes
sorovares, como Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Canicola, Pyrogenes, Hardjo,
Castellonis e Ballum entre outros, variando as porcentagens e importancia entre 0s varios
pesquisadores e regides (1,4-8).

O teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) é considerado pela Organizacdo
Mundial da Saude como o método de eleicdo para diagnostico sorologico da leptospirose,
apresentando alta sensibilidade e especificidade, aliado a simples execucéo e precocidade dos
resultados (9). As ferramentas moleculares tém contribuido para a avaliacdo epidemiolégica
da condicéo de infeccdo e contaminacdo ambiental, auxiliando na determinacdo de portadores
renais. A deteccdo do DNA pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) € altamente sensivel
e permite um diagnostico acurado. Perfis de deteccdo direcionados para leptospiras
patogénicas sdo estudados atualmente, porém a utilizacdo de primers género-especificos
associado com provas soroldgicas e a clinica permitem uma maior confiabilidade dos
resultados, melhor interpretacdo e atividades de vigilancia com vistas ao controle da
disseminacéo da infeccdo (1).

Este estudo teve como objetivo determinar a soroprevaléncia de anticorpos e a presenca
de DNA de Leptospira spp. pela PCR e a carga bacteriana nas amostras de soro de cées
recebidos em um Centro de Controle de Zoonoses buscando-se elucidar os aspectos de
epidemiologia e de patogenia na infeccéo leptospirica.

MATERIAL E METODOS
Animais e obtencéo de amostras

Utilizou-se o programa Epi Info (10) para se determinar o célculo do namero de
amostras (n). Considerando-se uma populacdo humana de 344.039 habitantes no municipio, e
uma proporc¢édo da populacdo humana em relacdo a canina de 1:7 (11), estimou-se a populacao
canina aproximada de 49.000 animais, e, como a prevaléncia em animais errantes na regiao
era desconhecida, utilizou-se como referéncia uma prevaléncia esperada de infeccdo por
Leptospira spp. De 50%, nivel de significancia (a) de 5%, nivel de confianga de 95% e
margem de erro de 8%, encontrando-se um n de 151 animais que foram avaliados sem
predilecdo por sexo, raca ou idade. As amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia
cefalica e centrifugadas a 1600xg por 10 minutos e o soro foi acondicionado em microtubos
de 1,5 mL, identificados, e congelados a -20°C até 0 momento do uso.
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Soroaglutinagdo microscépica (SAM)

A pesquisa de anticorpos para Leptospira spp. foi realizada de acordo com o Manual
Técnico de Leptospirose, do Ministério da Saude (12), utilizando-se 29 sorovares de
Leptospira spp., como segue: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis,
Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo
Prajitno, Hardjo Miniswajezak, Hardjo C.T.G., Hardjo Bovis, Wolffi, Shermani, Tarassovi,
Andamana e Patoc. Cada amostra de soro foi diluida inicialmente a 1:50, considerando-se
como reagdo positiva quando 50% ou mais de leptospiras estavam aglutinadas, pesquisando-
se o titulo final até a diluicdo onde ocorreu 50% ou mais de aglutinacdo de leptospiras,
considerando-se como positivas a partir do titulo 100.

Diagnostico molecular — Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada nas 151 amostras de soro, positivas e negativas para
anticorpo anti-Leptospira spp., para expor o DNA bacteriano. A extracdo e purificacdo foi
realizada utilizando-se kit de extragcdo Illustra blood genomic Prep Mini spin kit (GE
Healthcare Life Sciences do Brasil Ltda.®), com algumas alteracdes, conforme instrucéo do
fabricante, e avaliado em espectrofotdmetro.

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O DNA de Leptospira spp. foi amplificado pelos primers Lepl (5’-
GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3") e Lep2 (5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3"),
desenhados para o gene 16S ribosomal RNA de Leptospira interrogans (GenBank
[X17547.1]), que amplifica um regido com 330 pares de bases (bp), como descrito por Mérien
et al. (13). Utilizou-se 25 pL contendo 1X tampao de PCR (10 mM Tris HCI pH 8.0, 50 mM
KCI), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 10 pmol de cada primer, 10 ng DNA purificado, e 0,2
U.uL™ de Platinum Tag DNA polimerase.

Utilizando-se termociclador Mastercycler ep 432 gradient (Eppendorf, USA) e o
seguinte protocolo: denaturacéo inicial de 94° C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94° C por 1
min, 63° C por 1 min e 30s, e uma extensdo final de 72° C por 2 min. Os produtos de PCR
foram aplicados em um gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, e submetido a
eletroforese em tampdo TBE (0,09 M Tris-HCI, 0,09 M acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,3)
por 60 min sob 80V (Electrophoresis Power Supply Model EPS 301; Life Technologies,
EUA). Os fragmentos de amplificacdo foram visualizados em sistema GelDoc-1t™ Imaging,
utilizando-se o software VisionWorks® LS (UVP, EUA).

PCR quantitativa (QPCR): determinacéo da carga bacteriana

A Unica amostra de soro positiva na cPCR foi submetida a gPCR para a determinacao
da carga bacteriana utilizando-se os mesmos primers direcionados para a regido alvo Lepl e
Lep2, amplificando um produto de 330 pb, utilizando o sistema SYBR Green, com as mesmas
temperaturas e tempo de denaturacdo, pareamento e extensdo. A reacdo foi processada e
visualizada em equipamento de gPCR.

Analise dos dados

Os dados epidemioldgicos e resultados da pesquisa de anticorpos para Leptospira spp.
foram tabulados em planilha Excel. As associa¢Bes entre as variaveis epidemioldgicas e 0s
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resultados da sorologia foram analisadas pelos testes de Qui-quadrado ou Exato de Fisher,
considerando-se nivel de significancia (o) de 5% (14). Todos os testes foram realizados em
programa Epilnfo™ v.3.5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 151 animais, 59(35,1%) foram sororreagentes pelo menos para um sorovar. Os
sorovares encontrados e as respetivas titulagdes encontram-se na Tabela 1. Os resultados das
analises da associacdo dos dados epidemiolégicos e animais sororreagentes na tabela 2. Na
reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) apenas um animal foi positivo e na
gPCR a Unica amostra de soro positiva apresentou carga bacteriana de 14.829.830
leptospiras/mL.

Tabela 1. Soroprevalencia, sorovares e titulos de anticorpos para 0s respectivos sorovares de
leptospiras pela SAM. Botucatu, 2014.

Sorovares N v 100 200 400 ;)I(t)u'osleoo 3200 6400
Copenhageni 14 23,73 4 4 4 1 2 - -
Djasiman 11 18,64 7 4 - - - - -
Icterohaemorrhagiae 10 16,95 2 3 3 - - 1 1
Gryppotyphosa 6 10,17 1 2 1 2 - - -
Canicola 6 10,17 4 - 2 - - - -
Australis 3 5,08 1 2 - - - - -
Bratislava 2 3,39 1 - - 1 - - -
BTU (Botucatu) 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + Djasiman* 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + Gryppotyhposa* 1 1,70 1 - - - - - -
Canicola + BTU* 1 1,70 - - - 1 - - -
Autumnalis + Djasiman* 1 1,70 - 1 - - - - -
Australis + Copenhageni* 1 1,70 - - - - - - 1
5 sorovares co-aglutinantes’ 1 1,70 1 - - - - - -

TOTAL 59 100,0 23 15 10 5 2 1 2

Legenda: *N numero de animais reagentes; * Coaglutinacéo; ' Sorovares Australis, Bratislava, Djasiman, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae.

Um mesmo animal pode reagir para mais de um sorovar considerando-se como
responsavel pela infeccdo o de maior titulo, e como co-aglutinantes os demais sorovares
reagentes. A grande maioria dos animais responderam ao sorovar Copenhageni (23,73%) do
sorogrupo lcterohaemorrhagiae. Este sorovar é mantido por roedores sinantropicos, com alta
prevaléncia em cdes e humanos nas grandes metropoles brasileiras (15). O sorovar
Icterohaemorrhagiae mostrou-se reagente em 16,95% dos animais, com titulos elevados em
dois animais (Tabela 1). O sorovar Canicola foi encontrado em 10,17% das amostras com
outros sorovares co-aglutinantes.

Leptospiras patogénicas dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola estdo
associadas & maioria dos casos clinicos de leptospirose em cdes, embora a infeccdo por
leptospiras por outros sorogrupos também tenha sido demonstrada por técnicas sorolgicas
(16). O sorovar Djasiman (18,64%) € um sorovar frequente em outros estudos (4-6).
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Encontrou-se co-aglutinagdo em seis animais para cinco sorovares. Na maioria das regioes
tropicais, prevalece a infecgdo canina por leptospiras dos sorogrupos Icterohaemorrhagiae e
Canicola (17).

Tabela 2. Associacdo entre variantes epidemioldgicas e os resultados na SAM, para
leptospirose. Botucatu, 2014.

Variaveis N  SAM? Variavel (%); OR (1C95%)° pd
1C95%"
Sexo Macho 96 40 41,67; 32,30 - 51,69
- 1,35 (0,68 - 2,69)  0,25°
Fémea 55 19 34,54; 23,36 — 47,81
Idade Até 1 ano 3 1 33,33; 6,76 — 80,59
1 <n<5anos 35 13 37,14; 23,14 — 53,78

- 0,67
5<n< 10 anos 55 25 45,45; 32,99 — 58,53

> 10 anos 58 20 34,48; 23,55 - 47,39

Legenda: * Positivos para a pesquisa de anticorpos pela SAM quando titulo > 100; ® Frequéncia de reagentes baseada na variavel estudada,
com intervalo de confianga de 95%; ©OR: Odds ratio; P: valor de P para o = 5%; ° Teste Exato de Fisher; " Teste de Qui-quadrado.

O sorovar com maior titulo foi o Icterohaemorrhagiae, sendo de 3200 Ul em um animal
e 6400 Ul em outro. Os animais podem apresentar titulos variaveis e muitas vezes somente de
contato com o agente, como 100 Ul ou 200 Ul, podendo significar somente infeccéo, e as
vezes residuo de anticorpo como resposta a vacinacgdo. Titulos maiores podem indicar doenga,
e 0 animal pode tornar-se reservatorio com eliminacdo do agente pela urina na fase de
leptospiruria, contaminando o ambiente, e assim infectando outros animais e até humanos (3).

N&o houve diferenca significativa nas variaveis epidemiologicas como a idade,
discordante de outros trabalhos (5). Com relagdo ao sexo, 0os machos apresentaram 1,35 vezes
mais chance de infeccdo em relacdo as fémeas, resultado similar aos encontrados por Batista
et al. (18), onde os machos apresentaram 1.38 mais chances de se infectarem.

A Unica amostra de soro positiva na PCR convencional, revelou carga bacteriana na
gPCR, de 14.829.830 leptospiras/mL. Este fato mostra que apesar do animal se encontrar
clinicamente normal, o mesmo apresenta leptospiras circulantes, podendo servir como
reservatorio com a eliminacdo de leptospiras pela urina.

No caso de micro-organismos que apresentam maior dificuldade para seu isolamento, a
utilizacdo da PCR é de grande importancia, ja que permite detectar pequenas quantidades de
DNA do patdgeno, pela sua alta sensibilidade (19). Ela vem sendo utilizada cada vez mais na
clinica diaria e ndo somente em pesquisa (14,20,21), melhorando a sensibilidade diagnostica
em muitas situacdes.

CONCLUSOES

O sorogrupo Icterohaemorrhagiae com 0s sorovares Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae foram os mais frequentes, e responderam com titulos mais elevados.
Com relacdo a idade, ndo houve diferencas entre as faixas etarias e 0s machos apresentaram
1,35 vezes mais chance de se infectarem em relacdo as fémeas.

Sugere-se a realizacdo com maior frequéncia de exames soroldgicos para leptospirose
em animais recebidos em Centros de Controle de Zoonoses, como atividade de vigilancia,
pois os cdes fazem parte da cadeia epidemioldgica de transmissdo da leptospirose humana,
pela possibilidade de eliminagéo da leptospiras pela urina. Desta forma pode-se conhecer a
dispersdo dos varios sorovares no meio ambiente e os riscos de infeccdo para humanos e
animais.
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MONITORAMENTO DA AQUISICAO DE IMUNIDADE PASSIVA EM
CORDEIROS COM INGENSTAO VOLUNTARIA DE COLOSTRO PELA
DETERMINACAO DA PROTEINA TOTAL SERICA
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RESUMO

Devido a placenta dos pequenos ruminantes ndo permitir a passagem de imunoglobulinas para
o feto, 0os neonatos adquirem anticorpos exclusivamente pela ingestdo do colostro nas
primeiras horas de vida, 0 que garante a defesa imunoldgica no periodo neonatal até que seu
préprio organismo seja capaz de produzir imunoglobulinas. Com o presente estudo objetivou-
se avaliar a possibilidade de monitorar a aquisicdo da imunidade passiva em cordeiros com
ingestdo voluntaria do colostro pela determinagdo sérica de proteina total (PT) por
refratometria. Foram utilizados 17 cordeiros da raga Santa Inés divididos em dois grupos. Em
10 cordeiros recém-nascidos (Grupo Experimental - GE) foram avaliados ao nascimento e
apos 6 horas: peso, volume globular (Ht), proteina total sérica por refratometria e
espectrofotometria e as fragdes de albumina e globulina sericas por espectrofotometria.
Exceto pela avaliagdo do peso, os mesmos pardmetros foram avaliados em 7 cordeiros
nascidos hd 72horas (Grupo Referéncia - GR) que haviam permanecido desde 0 nascimento
com as mées e com ingestdo voluntaria de colostro ad libitum. Os dados foram analisados por
estatistica descritiva determinando-se as medidas de tendéncia central e suas dispersdes,
sendo as médias comparadas pelo teste T, estabelecendo-se para algumas variaveis o
coeficiente de correlacdo de Pearson. Pelo método de refratometria obteve-se média de
valores para proteina serica total de 4,0 (x0,1) g/dL logo apds o nascimento, 5,3 (+0,3) g/dL
seis horas ap6s nascimento e 6,2 (£0,5) as 72 horas. Foi demonstrado que com seis horas apés
0 nascimento € possivel identificar cordeiros com capacidade diferenciada na absorcdo das
imunoglobulinas, por haver um marcado aumento da concentracdo de globulina neste
intervalo de tempo e correlacdo positiva (r=0,7345 a 0,7584; p<0,05) desta com a proteina
total avaliadas no soro por meio de refratometria. Com isto, torna-se possivel a deteccédo
precoce de animais carentes e a adogdo de estratégias de incremento da imunidade passiva em
cordeiros.

Palavras-chave: colostro, imunidade passiva, cordeiro, ovino.

MONITORING OF ACQUISITION OF PASSIVE IMMUNITY IN LAMBS WITH
VOLUNTARY COLOSTRUM INTAKE BY DETERMINING THE SERUM TOTAL
PROTEIN

ABSTRACT

Due to the small ruminant placenta does not allow passage of immunoglobulins to the fetus,
newborns get antibodies exclusively through ingestion of colostrum within the first hours of
life, which guarantees the immune defense in the neonatal period until its own body is capable
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of producing immunoglobulins. The present study aimed to evaluate the possibility to
monitor the acquisition of passive immunity in lambs with voluntary ingestion of colostrum
by determining serum total protein (TP) by refractometry. They were used 17 Santa Inés
lambs divided into two groups. In 10 newborn lambs (Experimental Group - EG) were
assessed at birth and after 6 hours: weight, packed cell volume (PCV), serum total protein by
refractometry and spectrophotometry, and the fractions of albumin and globulin by
spectrophotometry. Except for the evaluation of the weight, the same parameters were
evaluated in 7 newborn lambs with 72 hours (Reference Group - RG) who had remained since
birth with mothers and voluntary intake of colostrum ad libitum. Data were analyzed using
descriptive statistics by determining the measure of central tendency and their dispersions, the
means were compared by T test, settling for some variables, the Pearson correlation
coefficient. By the method of refractometry, there were obtained average values for serum
total protein of 4.0 (£ 0.1) g/dL after birth, 5.3 (x 0.3) g/dL six hours after birth and 6.2 (+
0.5) at 72 hours. It has been shown that six hours after birth the lambs can be identified with
different absorption capacity of the immunoglobulins, because there is a marked increase in
globulin concentration during this time and positive correlation (r = 0.7345 to 0.7584, p <
0.05) between this protein and the serum total protein measured by refractometry. Therefore,
it becomes possible early detection of needy animals and adoption of strategies for increasing
passive immunity in lambs.

Keywords: colostrums, passive immunity, lamb, sheep.

MONITOREO DE LA ADQUISICION DE LA INMUNIDAD PASIVA EN
CORDEROS CON LA INGESTION VOLUNTARIA DEL CALOSTRO POR LA
DETERMINACION DE LA PROTEINA SERICA TOTAL

RESUMEN

Debido a la placenta de los pequefios rumiantes no permitir el paso de inmunoglobulinas para
el feto, los recién nacidos reciben anticuerpos exclusivamente a través de la ingestion de
calostro durante las primeras horas de vida, lo que garantiza la defensa inmune en el periodo
neonatal hasta que su propio cuerpo sea capaz de producir inmunoglobulinas. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar la posibilidad de controlar la adquisicion de la inmunidad
pasiva en corderos con la ingestion voluntaria de calostro por la determinacion de la proteina
sérica total (PT) por refractometria. Se utilizaron 17 corderos Santa Inés divididos en dos
grupos. En 10 corderos recién nacidos (Grupo Experimental - GE) se evaluaron en el
nacimiento y después de 6 horas: el peso, el volumen celular empacado (Ht), la proteina sérica
total por refractometria y espectrofotometria, y los valores de albimina y globulina mediante
espectrofotometria.Excepto para la evaluacion del peso, los mismos parametros fueron
evaluados en7 corderos nacidos hace 72 horas (Grupo de Referencia - GR) que habian
permanecido desde su nacimiento con las madres y con el consumo voluntario de calostro ad
libitum. Los datos fueron analizados utilizando estadistica descriptiva mediante la
determinacion de la medida de tendencia central y de sus dispersiones, las medias se
compararon mediante la prueba T, estableciendo para algunas variables, el coeficiente de
correlacién de Pearson. Por el método de refractometria se obtuvieron valores promedio para
la proteina total en suero de 4,0 (£ 0,1) g/dl inmediatamente después del nacimiento, 5,3 (+
0,3) g/dl seis horas después del nacimiento y 6,2 (£ 0,5) a las 72 horas. Se ha demostrado que
seis horas después del nacimiento se pueden identificar corderos con diferenciada capacidad
de absorcion de inmunoglobulinas, porque hay un marcado aumento en la concentracién de
globulina en este intervalo de tiempo y la correlacion positiva (r = 0,7345 a 0,7584, p < 0.05)
de la misma con la proteina total en suero medido por refractometria. Con esto, se hace
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posible la deteccion temprana de los animales necesitados y la adopcion de estrategias para
aumentar la inmunidad pasiva en los corderos.

Palabras clave: calostro, inmunidad pasiva, cordero, ovejas.
INTRODUCAO

Nos ruminantes a placenta é impermeével as imunoglobulinas (lg), ndo sendo possivel a
transferéncia destas para o feto durante a gestacdo (1). A imunidade no recém-nascido €
adquirida pela ingestdo do colostro que confere um aporte de imunoglobulinas a serem
absorvidas no trato intestinal por um determinado prazo, resultando niveis plasmaticos
adequados a protecéo contra as diferentes formas de infecgdo (2).

Quando ha duvida se o recém-nascido mamou ou sobre a quantidade de colostro
ingerido, deve-se realizar uma suplementacéo de colostro (3,4,5).

Na tentativa de melhor compreender a aquisicdo da imunidade passiva em cordeiros,
tém-se desenvolvido estudos sobre 0 mecanismo de absorcéo dessas proteinas (6,7).

A proteina total (PT) sérica representa a somatoria das fragdes albumina e globulinas.
As variacOes dos valores séricos da proteina total no recém-nascido decorrem das flutuagdes
do estado de hidratagdo e principalmente da absorcdo das imunoglobulinas de origem
colostrais (2).

Objetivou-se avaliar as varia¢fes ocorridas nos valores de PT ao nascimento e apos seis
horas, pelo método refratométrico, na tentativa de validar a utilizacdo dessa pratica como
referencial da ingesté@o voluntaria de colostro em cordeiros da raga Santa Inés.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 17 cordeiros da raca Santa Inés divididos em dois grupos. Em 10
cordeiros recém-nascidos (Grupo Experimental - GE), foram avaliados ao nascimento e apos
seis horas, 0 peso, o0 volume globular (Ht), a proteina total e as fracdes aloumina e globulina.

Ocorrido 0 nascimento e respeitado o tempo necessario ao estabelecimento de vinculo
materno/fetal pos-parto, anteriormente a primeira mamada, realizou- se a avaliacdo do peso
dos cordeiros em balanca com precisdo decimal e obtiveram-se trés mL de sangue por
venopuncao jugular. De imediato, procedeu-se a realizacdo do volume globular com o sangue
dos cordeiros utilizando-se centrifuga de microhematocrito (Fanem), e o volume
remanescente das amostras foi disposto de forma inclinada para os procedimentos de
separacdo do soro sanguineo. Decorrido o tempo de 120 minutos suficientes para a retracdo
do coagulo, as amostras foram centrifugadas (Fanem,centrifuga Baby®) em intensidade de
1600xg por quinze minutos para obtencdo do sobrenadante.

Por refratometria (Refratdmetro Atago®), foram determinados os valores de PT (g/dL)
no soro dos cordeiros advindo do capilar de microhematdcrito e também no soro apos retracao
do coagulo e centrifugacdo. As amostras de soro foram entdo congeladas (-20°C) e
processadas posteriormente no Laboratorio de Patologia Clinica da FMVZ UNESP Botucatu
para a determinacdo bioquimica da PT (técnica do Biureto - g/dL) e albumina sérica (técnica
do Verde de Bromocresol - g/dL), sendo obtida a proporcéo da fracdo de globulina (g/dL) por
diferenca, e de PT por espectrofotometria (Celm — SB190).

Os cordeiros permaneceram junto as maes de forma a amamentarem-se voluntariamente
de colostro. Decorridas seis horas do parto, os cordeiros foram novamente pesados e neles
procedeu-se nova venopuncgéo jugular com a repeticdo dos processamentos das amostras.

Em um grupo de sete cordeiros Santa Inés nascidos ha 72 horas, permanecidos desde o
nascimento com as maes e com ingestao voluntaria de colostro ad libitum (Grupo Referéncia -
GR), foram coletados trés mL de sangue por venopungdo jugular e ap6s os procedimentos de
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retracdo do coagulo e centrifugagdo, foram obtidos os valores séricos de PT por refratometria.
O remanescente do soro foi congelado (-20°C) e posteriormente processado para a
determinacdo bioquimica da proteina total e albumina séricas por espectrofotometria
conforme descrito anteriormente, sendo obtida pela diferenca entre estas, a proporcdo da
fracdo de globulina.

Os dados foram analisados por estatistica descritiva, determinando-se as medidas de
tendéncia central e suas dispersdes, sendo as médias comparadas pelo teste T, estabelecendo-
se para algumas variaveis o coeficiente de correlacdo de Pearson (8).

RESULTADOS

O peso e o volume globular (Ht) ao nascer e os obtidos seis horas ap6s 0 nascimento
dos cordeiros do GE foram respectivamente 3,7 £0,4Kg e 3,9 £0,2Kg (P>0,05) e 48,7 +2,5%
e 44,4+2,7% (P<0,05).

As avaliagBes das PT realizadas nos animais dos GE e GR pelos métodos de
refratometria ou espectrofotometria sdo apresentadas na Tabela 1. Observou-se um aumento
nos valores da PT as seis horas apds o nascimento nos animais mantidos em amamentacdo
voluntaria de colostro independente do método utilizado na avaliagéo (P<0,05).

Os valores de PT obtidos nos cordeiros do GR foram semelhantes aos valores do GE
seis horas ap0s 0 nascimento quer aqueles obtidos por refratometria ou por espectrofotometria
(P>0,05). Ao serem comparados os valores de PT no soro obtido do capilar apés a realizacao
do Ht e o obtido apos a retracdo do coagulo/centrifugacdo, avaliados por refratometria, ndo se
observou diferenca entre eles (P>0,05). Entretanto, ao serem comparados 0s metodos,
considerando o mesmo momento, os valores obtidos por espectrofotometria, utilizando-se a
técnica do Biureto, foram sempre superiores (p<0,05).

Os valores encontrados para concentracdo de albumina, avaliada por espectrofotometria,
e fracdo globulina por deducédo, obtidas em soro apds retracdo do coadgulo/centrifugacdo em
cordeiros ao nascimento e seis horas ap0s (Grupo Experimental) e em cordeiros nascidos ha
72 horas (Grupo Referéncia) e mantidos com amamentacdo voluntaria do colostro ad libitum
estdo apresentados na Tabela 2.

Os valores de albumina sérica para os cordeiros do GE (Tabela 2) ndo diferiram nos
dois momentos estudados e nem em relagdo aos do GR (P>0,05). Os valores de globulina
obtidos nos cordeiros do GR foram semelhantes aqueles do GE seis horas ap0s o0 nascimento
(P>0,05), porém, foi observado o aumento das globulinas nos cordeiros do GE as seis horas
ap0s 0 nascimento nos animais mantidos em amamentacdo voluntaria de colostro em relacéo
aos valores obtidos logo apds o nascimento (P<0,05).

Observou-se que o coeficiente de variacdo para os valores de albumina sérica foi
homogéneo para os trés momentos estudados variando de 11,8% a 13,6%. Entretanto, 0s
maiores coeficientes de variacdo em relacdo a avaliacdo das concentragdes de globulina foram
observados nos cordeiros do GE as seis horas ap6s 0 nascimento, mantidos em amamentacao
voluntaria de colostro (68,8%) e naqueles do GR (45,9%). A amplitude de variacdo desse
parametro nos mencionados momentos indica a variabilidade encontrada. Para os cordeiros do
GE seis horas ap6s o nascimento, foi obtida correlacdo positiva e significativa entre as
concentracdes de globulina com as de PT obtidas por refratometria ou por espectrofotometria
como se segue: globulina vs PT no soro do tubo capilar apés o Ht, r=0,7341 (P<0,05);
globulina vs PT por refratometria no soro? ap6s retragdo de coagulo/centrifugagéo, r=0,7584
(P<0,05) e globulina vs PT por espectrofotometria no soro® apds retracdo de
coégulo/centrifugacdo, r=0,9949 (P<0,0001).
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Tabela 1. Médias + erro padrdo, coeficiente de variacdo (%) e amplitude de variagdo da
concentracdo de proteina total, avaliada por refratometria (Soro tubo capilar' e Soro?) ou
espectrofotometria (Soro®), em cordeiros Santa Inés ao nascimento e seis horas apés,
mantidos com ingestdo voluntaria do colostro e em cordeiros (Grupo Referéncia) nascidos ha
72 horas e mantidos com amamentacdo voluntéria do colostro ad libitum.

MOMENTO EM RELACAO A INGESTAO DE COLOSTRO

PROTEINA
TOTAL (g/dL) Nascimento* 6 horas* 72 horas
(n=10) (n=10) (n=7)
L 4,0 £0,1°° 54 +0,3"
Soro Tubo Capilar 11,1% 20,0% -
, 40 20,0 53 20,3 6,2 0,5
Soro 8,0% 16,1% 20,0%
3,4a4.4 42268 42278
, 4,1+0,3%° 6,8+0,9%" 6,820,7*"
Soro 20,4% 42,1 24,5
2,7a53 4,4211,0 45285

Meédias seguidas de diferentes letras minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas apresentam diferenca entre
si (P<0,05). * amostras pareadas nos mesmos animais; 1 - Soro do capilar ap6s Ht; 2 e 3 - Soro apds retracdo do
coagulo/centrifugacao

Tabela 2. Média + erro padrdo, coeficiente de variacdo (%) e amplitude de variagdo da
concentracdo de albumina avaliada por espectrofotometria; e fracdo globulina por deducéo,
obtidas em soro apoOs retracdo do coagulo/centrifugacdo em cordeiros Santa Inés ao
nascimento e seis horas ap0s, mantidos com ingestdo voluntaria do colostro e em cordeiros
nascidos ha 72 horas (Grupo Referéncia) e mantidos com amamentacéo voluntaria do colostro
ad libitum.

MOMENTO EM RELACAO A INGESTAO DE COLOSTRO
FRACAO (g/dL)

Nascimento* 6 horas* 72 horas
(n=10) (n=10) (n=7)
Albumina 2,7£0,1 2,910,1 2,810,1
13,6% 11,8% 12,9%
1,9a3,0 2,5a3,6 2,6a3,4
Globulina 1,440,2° 3,9+0,8* 4,0+0,7%
37,6% 68,8% 45,9%
2,5a3,6 1,2a8,0 2,8a5,9

Médias seguidas de diferentes letras mailsculas nas linhas apresentam diferenca entre si(P<0,05). *amostras
pareadas nos mesmaos animais.

DISCUSSAO

Embora ndo tenha havido variagdo no peso, houve diminuicdo nos valores do Ht
indicando ndo ter havido desidratacdo nas primeiras horas de vida, tipicamente observada em
bebés humanos (9).

Devido ao fato dos ruminantes dependerem exclusivamente da ingestao de colostro logo
ap0s o parto para adquirirem protecdo imunoldgica (10), a falha na transferéncia de
imunidade passiva € a maior causa de aumento da suscetibilidade a agentes infecciosos em
neonatos (11).
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A deteccdo de falhas na transferéncia de imunidade passiva pode ser realizada por
diferentes métodos de dosagem de proteina total e imunoglobulinas séricas em cordeiros e
cabritos neonatos (12,13).

A concentracdo de PT reflete a quantidade de albumina e globulinas, podendo ser
utilizada como indicativo de falha na transferéncia de imunidade passiva. E um teste simples,
rapido e acessivel, porém pouco especifico (14).

Os valores encontrados para proteina total sérica pelo método de refratometria
confirmam os encontrados por O'brien e Sherman (12) que estabeleceram o valor de 5,4 g/dL
como referéncia minima de adequada transferéncia de imunidade passiva. Segundo Ahmad et
al. (13) concentragBes menores que 5mg/dL de proteina total as 24 horas de vida indicam
hipogammaglobulinemia.

Em trabalho realizado por Chen et al. (3) em cabritos, as concentra¢des de proteina total
sérica por espectrofotometria foram superiores aquelas encontradas no presente estudo,
representadas por 9,4 g/dL ao nascimento. Assim como 0s encontrados por Bekele et al. (15)
de 8,39 g/dL de proteina total em cordeiros com 48 horas de vida, que foram superiores aos
valores obtidos em todos 0s momentos deste trabalho.

A superioridade dos valores de PT obtidos por espectrofotometria, utilizando-se a
técnica do Biureto, em relacdo aos encontrados por refratometria também foram obtidos por
Ahmad et al. (13) ao compararem ambos 0S métodos.

A Albumina sérica pode ser mensurada pela técnica do Verde de Bromocresol com
leitura por espectrofotometria e a determinacdo da concentracdo de globulina sérica é obtida
pela diferenga entre PT e albumina (13).

Embora se tenha utilizado um método diferente, os valores encontrados para
concentracdo de globulina 6 horas e 72 horas apds o nascimento sdo semelhantes aos
observados por Bekele et al. (15), com média de 3,96 g/dL de imunoglobulina sérica, em
cordeiros com 48h de vida pela turbidez em sulfato de zinco.

Além do método de refratometria ser representativo da aquisicdo de imunoglobulinas,
observou-se que € indiferente o uso da refratometria no soro obtido do tubo capilar apds o Ht
ou apos retracdo de coagulo/centrifugacao.

E ideal que cordeiros e cabritos ingiram 10% de seu peso em colostro nas primeiras 24h
de vida, sendo, preferivelmente, ingerida metade desta quantidade dentro de 4 a 8horas ap0os o
nascimento (16). Ahmad et al.(13) preconizam a avaliagdo das concentragdes de
imunoglobulinas em cordeiros com 24 horas de nascidos, como um parametro Gtil ao
estabelecimento probabilistico de sobrevivéncia pos-natal. Por ndo haver diferenca entre as
concentracdes de PT as 6 horas e 72 horas apds 0 nascimento, o periodo avaliado no presente
estudo, de 6 horas, traz beneficios quanto a precocidade na deteccdo e adocdo de medidas
corretivas nos casos de deficiéncias na aquisicdo de imunidade passiva.

CONCLUSAO

Pode-se concluir com o presente trabalho, que 6 horas ap6s 0 nascimento ja é possivel
identificar, pela determinacdo da PT no soro pelo método de refratometria, cordeiros com
capacidade diferenciada de absorcdo das imunoglobulinas podendo-se, entdo, estabelecer
precocemente estratégias para o incremento da aquisicdo de imunidade passiva.

Aprovacdo do projeto de pesquisa n°121/2009 pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da FMVZ- UNESP campus Botucatu no dia 30 de setembro de 2009.
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RESUMO

Pesquisas tém demonstrado que ha uma elevagcdo na viabilidade celular quando ocorre
aumento na contagem de células sométicas (CCS) em infeccBes da glandula mamaria em
animais. O principal micro-organismo isolado em mastite subclinica dos caprinos é
Staphylococcus spp. Os objetivos do presente estudo foram determinar a CCS, células viaveis
e relaciona-las com Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite de cabras com mastite
subclinica. Foram colhidas trés aliquotas de amostras de leite de cabras reagentes ao teste do
CMT (CaliforniaMastitis Test) para a realizacdo da viabilidade celular, exame microbiologico
e CCS. Determinou-se a viabilidade celular, apos centrifugacdes das amostras de leite e
visualizacao das células em microscépio, utilizando o corante azul de Trypan e a quantidade
de CCS, utilizando equipamento de citometria de fluxo. Das amostras analisadas, 104 nao
tiveram isolamento de micro-organismos e 110 apresentaram isolamento de Staphylococcus
spp., dos quais os mais frequentemente detectados foram: S. epidermidis, S. intermedius e S.
lugdunensis. Foi observada diferenca estatisticamente significante entre a CCS e a viabilidade
celular das amostras nas quais houve isolamento de Staphylococcus spp. e as amostras sem
crescimento bacteriano, o que demonstrou um aumento da CCS e da viabilidade celular nas
amostras de leite de cabras com mastite subclinica por Staphylococcus spp.

Palavras-chave: azul de Trypan, CCS, células viaveis, estafilococos.

SOMATIC CELL COUNT AND CELL VIABILITY IN GOATS WITH
SUBCLINICAL MASTITIS BY STAPHYLOCOCCUS SPP.

ABSTRACT

Research has shown that there is an increase in cell viability when a growth in somatic cell
count (SCC) in infections of the mammary gland occurs. The main microorganism isolated
from subclinical mastitis in goats is Staphylococcus spp. The aims of this study were
determined SCC, viable cells and relate them with Staphylococcus spp. isolated from milk
samples of goats with subclinical mastitis. Three aliquots of milk samples from goats reagents
to CMT test (California Mastitis Test) were collected for performing cell viability,
microbiology and SCC. Cell viability, after centrifugation of milk samples and viewing the
cells under a microscope, using Trypan blue dye, and the amount of SCC, through the flow
cytometry equipment, were determinated. A total of 104 samples had no isolation of
microorganisms and 110 showed isolation of Staphylococcusspp., of which the most
frequently detected were: S. epidermidis, S. intermedius and S. lugdunensis. There was a
statistically significant difference between SCC and cell viability of samples in which there
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was isolation of Staphylococcus spp. and samples without bacterial growth, that showed an
increase in SCC and cell viability in milk samples of goats with subclinical mastitis caused by
Staphylococcus spp.

Keywords: SCC, staphylococci, Trypan blue, viable cells.

CONTEO DE CELULAS SOMATICAS Y LA VIABILIDAD CELULAR EN CABRAS
CON MASTITIS SUBCLINICA POR STAPHYLOCOCCUS SPP.

RESUMEN

La investigacion ha demostrado que existe un aumento em la viabilidad celular cuando se
produce un aumento en el conteo de células somaticas (CCS) en infecciones de la glandula
mamaria en animales. El principal microorganismo aislado en la mastitis subclinica en el
ganado caprino es Staphylococcus spp. Los objetivos de este estidio son determinar el CCS,
células viables y relacionar los con Staphylococcus spp. aislado de las muestras de leche de
cabras con mastitis subclinica. Se cosecharon trés alicuotas de las muestras de leche de cabras
reactivas para CMT (CaliforniaMastitis Test) para la realizacion de la viabilidad celular, la
microbiologia y de CCS. Se determino la viabilidad de las células después de la
centrifugacion de las muestras de leche y la visualizacion de las células bajo un microscopio,
utilizando colorante azul de Trypan, y la cantidad de CCS a traves del equipo de citometria de
flujo. De las muestras, 104 no estaban aislando microorganismos y 110 mostraron aislamiento
de Staphylococcus spp., de los cuales el detectado con mayor frecuencia fueron: S.
epidermidis, S. intermedius y S. lugdunensis. Hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre el CCS y la viabilidad celular de las muestras en las que no habia
aislamiento de Staphylococcus spp. y muestras sin crecimiento bacteriano, que mostraron un
aumento en CCS vy la viabilidad celular en las muestras de leche de cabras con mastitis
subclinica causada por Staphylococcus spp.

Palabras clave: azul Trypan, CCS, células viables, estafilococos.
INTRODUCAO

A infeccdo intramamaria interfere na contagem de células somaticas (CCS) do leite de
animais. Quando o0s micro-organismos invadem a glandula mamaria e comecam a se
multiplicar, ou quando o nimero de micro-organismos aumenta significativamente em uma
glandula ja infectada, o organismo direciona os leucdcitos do sangue para a regido afetada,
com intuito de combater a agressdo tecidual. Tal fato, consequentemente, aumenta a
quantidade de células somaticas no leite (1). Em caprinos leiteiros, um dos principais micro-
organismos envolvidos na mastite subclinica é Staphylococcus spp. que causa aumento da
CCS no leite (2,3).

A viabilidade celular é reconhecida como o percentual de células disponiveis para
manifestacdo de suas atividades e quanto maior o namero de células sométicas na amostra de
leite, maior a concentracdo de células viaveis (4). Assim, durante a fase inicial da mastite, as
células polimorfonucleares migram do sangue para as glandulas infectadas, aumentando
consideravelmente a viabilidade celular (5).

Estudo realizado com vacas de leite verificou que as células do leite sdo menos viaveis e
possuem menor capacidade de responder a estimulos imunoldgicos do que as células que sdo
recrutadas e que migram do sangue para o leite. Assim, as células que ja estavam presentes no
leite sAo menos efetivas na resposta imunologica e a melhor protecdo da glandula mamaria
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contra a infeccdo é o répido recrutamento de novas células de defesa do sangue, causando
aumento na CCS (6).

Tendo em vista a escassez de pesquisas sobre a viabilidade celular na mastite subclinica
caprina, os objetivos do presente estudo foram determinar a contagem de células somaéticas e
células viaveis e relaciona-las com os Staphylococcus spp, isolados de amostras de leite de
cabras com mastite subclinica.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas cabras que estavam entre o terceiro e sétimo més de lactagdo.
Realizou-se exame fisico da glandula mamaéria com inspecdo e palpacdo do Ubere e tetos,
identificando a presenca ou ndo de sinais de inflamacéo (7).

Para identificar os animais com mastite clinica efetuou-se o teste da caneca de fundo
preto segundo Santos e Fonseca (8). A identificacdo da mastite subclinica foi realizada pelo
teste de CMT (CaliforniaMatitis Test) segundo metodologia estabelecida por Schalm et al.
(9). As glandulas mamérias que apresentaram alteracGes nesse teste (1+, 2+ ou 3+) foram
classificadas como casos de mastite subclinica. Em seguida, foram colhidas amostras de leite
individuais de cada glandula reagente no CMT.

As amostras de leite foram colhidas em trés aliquotas: a primeira para a avaliacdo da
viabilidade celular, em tubos Falcon, contendo 25 mL de tampdo fosfato salina (PBS) e
completados com mais 25 mL de leite. A segunda amostra visou 0 exame microbiologico,
colhidas em tubos estéreis. A terceira amostra foi para a contagem de células somaticas
(CCS), colhendo 40 mL de leite em frascos contendo o conservante bronopol. A colheita das
amostras de leite foi realizada assepticamente, utilizando alcool iodado 2% para a
higienizacdo das estruturas mamarias. O transporte das amostras para o laboratorio foi
realizado em temperatura de refrigeracéo, em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel.

Os tubos Falcon com 25 mL de leite e 25 mL de PBS foram submetidos a centrifugacéo
de 1000 g, durante 15 minutos a temperatura de 4°C, de acordo com Koess e Hamann (10).
Apos, retirou-se o sobrenadante e o botdo formado foi desprendido e ressuspendido em 1mL
de PBS e transferido para microtubos de 1,5 mL. Posteriormente, outra centrifugacdo de 400 g
foi realizada, por 10 minutos a mesma temperatura. Ao término da segunda centrifugacéo,
descartou-se 0 sobrenadante e o botdo novamente foi ressuspendido em PBS. Uma terceira
centrifugacao foi realizada, semelhante a segunda.

Para a leitura da viabilidade celular, adicionou-se em um microtubo de 1,5 mL, 10 pL
da suspenséo celular e 90 uL de azul de Trypan (Merck, Alemanha) 0,4% e, em seguida, 10
pL desta suspensdo foi colocada em cdmara de Neubauer para a contagem celular no
microscopio. Foram contadas 100 células por amostra de leite para que o valor da contagem
da viabilidade celular fosse convertido em percentual. Para calcular o nimero de células
viaveis, foi verificado o niumero de CCS de cada amostra e aplicado o percentual da
viabilidade celular, obtendo-se o nimero de células viaveis.

As amostras de leite foram semeadas em placas de Petri contendo &gar-sangue de
carneiro (5%) e incubadas a 37°C por 72 horas (11), sendo realizada a leitura das placas em
24, 48 e 72 horas de incubacdo. A identificacdo dos isolados de Staphylococcus spp. foi
realizada com base em provas bioquimicas (12), seguida da classificacdo estabelecida por
Murray et al. (13). Foram selecionadas as amostras de leite que apresentaram isolamento de
Staphylococcus spp., bem como as que ndo apresentaram isolamento bacteriano, que foram
consideradas como controle negativo.

Para a contagem de células somaticas, utilizou-se citometria de fluxo no equipamento
Fossomatic (Foss, Dinamarca), de acordo com a International Dairy Federation (14).
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A andlise estatistica utilizada para comparar a CCS e células viaveis com a presenca ou
auséncia de Staphylococcus spp., SCN e SCP e espécies de estafilococos foi o teste de Mann-
Whitney, utilizando o programa Instat (Graphpad, EUA) e adotando-se nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Das amostras analisadas, 104 n&o tiveram isolamento de micro-organismos e 110
apresentaram isolamento de Staphylococcus spp., dos quais 90 foram estafilococos coagulase
negativa (SCN) e 20 estafilococos coagulase positiva (SCP). Houve maior ocorréncia das
seguintes espécies de estafilococos: 27 (24,5%) S. epidermidis, 17 (15,4%) S. lugdunensis e
15 (13,6%) S. intermedius.

Foi observada diferenga estatisticamente significante entre a CCS das amostras nas
quais houve isolamento de Staphylococcus spp. e as amostras sem isolamento bacteriano
(Tabela 1). Assim, animais com mastite subclinica causada por Staphylococcus spp.
apresentaram CCS maior (p<0,05) do que os animais que nao tiveram isolamento de micro-
organismo em amostras de leite. As medianas da viabilidade celular para as amostras de leite
com e sem isolamento de Staphylococcus spp. foram, respectivamente, 87,28% (valor
maximo: 98,63 e valor minimo: 55,56) e 85,15% (valor méximo: 98,67 e valor minimo:
40,00), tendo sido observada diferenca estatistica significante entre estes valores (p<0,05). Ao
realizar o célculo das células viaveis, também foi observada diferenca estatistica significante,
demonstrando maior quantidade de células viaveis nas amostras que tiveram isolamento de
Staphylococcus spp.

Tabela 1. Mediana, valores maximo e minimo da contagem de células somaticas e células
viaveis obtidas em relacdo as amostras com e sem isolamento de estafilococos do leite de
cabras - S&o Paulo — 2014,

CCS (x 10°) Células viaveis (x 10°)
Resultado Valor Valor Valor Valor
microbiologico  Mediana Maximo  Minimo Mediana MAXirmo Minimo
Staph}s’ézcoccus 1763,5° 9999 171 1549.2° 9499 1 1425
Semisolamento  goen  gg9q 88 816,7° 9122.1 741

bacteriano

CCS - Contagem de células somaticas
2P| etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05)

N&o houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre a CCS e células
viaveis das amostras com isolados de SCN e SCP. No entanto, ao comparar SCN e SCP com
as amostras de leite sem isolamento bacteriano, observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05). Esses resultados demonstraram que, embora ndo tenha sido diferente a CCS e
células vidveis dos caprinos que apresentaram mastite subclinica por SCN e SCP, os valores
de CCS e células viaveis apresentaram-se mais elevados em relacdo as amostras sem
isolamento bacteriano (Tabela 2).
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Tabela 2. Mediana, valores maximo e minimo da contagem de células somaticas e células
vidveis em relacdo as amostras de leite de cabras sem e com isolamento de estafilococos
coagulase negativa e positiva. S&o Paulo — 2014,

Resultado CC?/gl(oerS) Valor celules il/izl\éﬁis 5 10\gl)alor
microbiolégico  Mediana Maximo  Minimo Mediana Maximo  Minimo

SCN 1695 9999 204 1450,9° 8717,2 142,8

SCP 3201° 9999 171 2750,4° 9499,1 142,5

Semisolamento  ggen 9999 gg 816,° 91221 74,

bacteriano

CCS - Contagem de células somaticas

SCN - Staphylococcuscoagulase negativa

SCP - Staphylococcuscoagulase positiva

2P etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05)

Né&o houve diferenga estatistica significante entre os valores de CCS e células viaveis
dos micro-organismos S. epidermidis, S. intermedius e S. lugdunensis (p>0,05), embora S.
intermedius tenha apresentado o valor de mediana da CCS e células viaveis mais elevados do
que S. epidermidis e S. lugdunensis. Foi observada diferenca estatistica significante ao
associar a CCS e celulas viaveis das amostras sem isolamento bacteriano com S. epidermidise
S. intermedius (p<0,05), os quais apresentaram maior valor de CCS e células vidveis em
relacdo as amostras sem isolamento bacteriano. Em contraste, as estirpes de S. lugdunensis
ndo apresentaram diferenca estatistica significante ao associa-la com as amostras sem
isolamento bacteriano (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Mediana, valores maximo e minimo da contagem de células somaticas e células
viaveis em relacdo as amostras de leite de cabra sem e com isolamento de espécies de
estafilococos. S&o Paulo — 2014,

CCS Células viaveis
Espécies n . Valor Valor . Valor Valor
P Mediana L L. Mediana L. L
Maximo Minimo Maximo  Minimo

S. epidermidis 27 2157° 9999 204 1776,3*  8312,2 142,8
S.intermedius 17 2966° 9999 171 2522,9° 94991 142,5
S. lugdunensis 15 1608 7807 204 1361,7 7122,3 167,9

Sem isolamento

bacter 104 996" 9999 88 816,6°  9122,1 74.1
acteriano

CCS - Contagem de células sométicas
2P etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05)
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DISCUSSAO

Estudos com caprinos demonstraram que a CCS é maior em glandulas mamarias
infectadas do que nas higidas (3,15,16), conforme também foi detectado no presente estudo.
Luengo et al. (17), ao avaliarem 1.304 cabras com o0 objetivo de identificar fatores que afetam
a CCS em infeccBes intramamarias, verificaram que cabras sem infeccdo bacteriana
apresentaram CCS menor do que as cabras com infec¢do na glandula mamaria por “patégenos
menores” (SCN, Corynebacterium spp. e Micrococcus spp.) e “patdogenos maiores”
(Staphylococcus aureus, enterobactéria, ndo-enterobactérias, Streptococcus spp. e
Mycoplasma spp.). Uma pesquisa realizada com 25 animais em Israel, em que todas as cabras
apresentavam uma glandula mamaria infectada naturalmente por Staphylococcus spp. e a
outra, sem isolamento de micro-organismo, demonstrou que as glandulas mamarias infectadas
tiveram maior CCS em relacdo as glandulas mamarias sem isolamento bacteriano (18).

N&o houve diferenca na mediana da CCS das glandulas mamarias com isolamento de
SCP (3.201 x 10°/mL) e SCN (1.695 x 10%mL) devido & distribuicdo das células serem
heterogéneas, o que pode ser observado pelos valores maximo e minimo de SCP e SCN. Em
contrapartida, outros estudos detectaram maior quantidade de CCS nos SCP do que SCN
(3,15,17,19). Os SCN podem desenvolver mastites subclinicas persistentes, as quais tambem
estdo relacionadas a aumentos significativos da CCS e podem apresentar variagdes nos niveis
da CCS entre 300 x 10° e 1.600 x 10° células/mL (16,18). Em contraste, no presente estudo,
os valores minimo e méaximo de CCS para 0s SCN variaram, respectivamente, de 204 x 10° a
9999 x 10° de células/mL.

Também se verificou que os SCN e os SCP apresentaram maior quantidade de CCS em
relacdo as amostras de leite de cabra que ndo tiveram isolamento bacteriano, demonstrando
que a presenca de micro-organismos interfere diretamente na CCS, concordando com o0s
resultados encontrados por outros autores (3,16,17,19).

Nesse estudo, ndo foi observada diferenca nos valores de CCS das espécies de
estafilococos mais detectadas (S. epidermidis, S. intermedius e S. lugdunensis), coincidindo
com Moroni et al. (20), que também ndo encontraram diferenca da CCS entre S. epidermidis e
outros SCN.

S. epidermidis e S. intermedius apresentaram maior nimero de CCS em relacdo as
amostras de leite de cabra que ndo tiveram isolamento bacteriano, fato que ndo ocorreu para S.
lugdunensis. Diferentemente disso, Deinhofer e Pernthaner (21) encontraram elevado valor de
CCS para S. lugdunensis isolados de cabras com mastite clinica e tal diferenca para o presente
estudo pode ser justificada pelo uso somente de cabras com mastite subclinica.

A diferenca nos valores de CCS de uma infec¢do na glandula mamaria por SCN em
pequenos ruminantes e em bovinos é que nos bovinos o aumento da CCS ¢é leve ou moderado
e nos caprinos o aumento da CCS € elevado, sugerindo que a glandula de pequenos
ruminantes tenha aumento na resposta imunoldgica contra o SCN (22,23), o que pode
justificar o aumento de CCS nos isolados de S. epidermidis. Leitner et al. (19), ao realizarem
pesquisa em 103 cabras para avaliar a imunidade da glandula mamaéria com infeccdo por
espécies de estafilococos, constataram que as espécies de SCN (S. epidermidis, S. caprae, S.
simulans) apresentaram elevados valores de CCS ao comparar com as cabras que ndo tinham
infeccdo na glandula maméaria. Neste estudo, também foram encontrados elevados valores de
CCS para SCN em relacdo as amostras sem isolamento bacteriano.

Pesquisas sobre S. intermedius e a variacdo da CCS sdo escassas. Em contrapartida,
muitas informacdes estdo disponiveis na literatura sobre S. aureus, que também é SCP, e é
responsdvel por causar elevado aumento na CCS de caprinos com infeccdo intramamaria
(15,17,19,22,24). Bagnicka et al. (25) classificaram as bactérias responsaveis por causar
infecgcdo intramamaria caprina em grupos de “patdgenos menores e maiores”, sendo que no
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primeiro grupo estavam inclusos S. aureus e S. intermedius e, no segundo, SCN. Foi
observado elevado aumento da CCS no grupo de patdgenos maiores e menores em relagdo ao
grupo sem infec¢do intramamaria, conforme também foi constatado no presente trabalho, que
os valores de CCS para SCN e SCP foram mais elevados do que nas amostras sem isolamento
bacteriano e, além disso, ndo houve diferenca entre a CCS de SCN e SCP.

A quantidade de células viaveis foi maior nas amostras de leite que tiveram isolamento
de Staphylococcus spp. do que nas amostras sem isolamento bacteriano. Os resultados
observados corroboram com os achados de Mehrzad et al. (26), que durante a fase inicial da
mastite, as células polimorfonucleares migram do sangue para as glandulas infectadas,
aumentando consideravelmente a viabilidade celular, o que justifica maior viabilidade celular
nas amostras com isolamento de Staphylococcus spp. do que nas amostras sem isolamento
bacteriano.

Outras pesquisas encontraram resultados semelhantes ao detectado neste estudo. Neste
contexto, Piccinini et al. (27) avaliaram a viabilidade celular em 80 vacas e encontraram uma
média de viabilidade maior no grupo de animais que apresentavam mastite subclinica por S.
aureus (59,69+19,60%) do que no grupo sem isolamento bacteriano (49,79+19,21%).

Merle et al. (28) avaliaram a viabilidade celular no leite de vacas com e sem mastite e
observaram viabilidade celular maior (84%) no grupo de animais com mastite severa -
animais que apresentavam CCS maior que 400.000 células/mL - do que nos animais higidos
(72,6%) - com CCS menor que 100.000 células/mL. No mesmo estudo, porém, ndo foi
avaliado o tipo de micro-organismo isolado, tendo sido considerado apenas o valor da CCS
para divisdo dos grupos, diferindo do presente estudo, no qual a separacdo dos grupos foi de
acordo com a presenca de Staphylococcus spp. e sem isolamento bacteriano.

Boulaaba et al. (29) analisaram a quantidade de neutrofilos polimorfonucleares viaveis
por citometria de fluxo em amostras de leite de 25 cabras e detectaram que a média da
quantidade de neutréfilos polimorfonucleares viaveis em amostras com isolamento de SCN
(73,2 £ 12,6%) foi maior do que nas amostras sem isolamento bacteriano (65,4 £ 13,6%).
Neste estudo, foi verificada diferenca entre as amostras de leite de SCN e SCP em relacéo as
sem isolamento bacteriano, embora a metodologia para avaliacdo das celulas viaveis
empregada por Boulaaba et al. (29) tenha sido diferente.

Vale ressaltar que o percentual de viabilidade celular encontrado no presente estudo,
87,28% e 85,15% nas amostras com e sem isolamento bacteriano, respectivamente, foi maior
do que os resultados encontrados por estudos similares (27,28,29). Tal achado pode ser
justificado por diferentes metodologias e espécies animais utilizadas, o que torna dificil a
comparacgao entre 0s experimentos existentes sobre viabilidade celular.

Foi observado que os achados encontrados para as células viaveis foram coincidentes
com os da CCS, o que pode sugerir que os resultados das células viaveis podem ter sido
influenciados pela CCS, ja que o célculo das células viaveis foi baseado na CCS. Entretanto, o
percentual da viabilidade celular apresentou-se mais elevado nas amostras com isolamento
bacteriano, concordando com resultados ja apresentados por outros autores, que a viabilidade
celular pode ser maior quando ha aumento no nimero de CCS na glandula maméaria (30).
Portanto, mais estudos devem ser realizados para elucidar o papel das células viaveis na
avaliacdo da saude da glandula mamaria.

CONCLUSAO

No presente estudo verificou-se aumento da CCS e da viabilidade celular nas amostras
de leite de cabras com mastite subclinica por Staphylococcus spp., sugerindo que as células
inflamatdrias que sdo recrutadas e que migram do sangue para o leite podem apresentar maior
efetividade na resposta inflamatéria mamaria.
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AVALIACAO DE TRATAMENTO HOMEOPATICO NA MASTITE OVINA

SUBCLINICA
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RESUMO

A mastite € um problema relevante em cria¢6es de ovinos podendo ocasionar baixa producgéo
lactea, baixo peso ao desmame, prejuizo com Obito de animais e custos com tratamento
veterinario. Com o crescimento do setor de producdo organica, faz-se necessario 0
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e controle de mastite. A homeopatia é
alternativa importante uma vez que 0s medicamentos homeopaticos apresentam baixo custo e
toxicidade, facilidade de administragcdo e ndo atuam diretamente sobre o micro-organismo,
ndo contribuindo assim para a ocorréncia de resisténcia microbiana. Foi investigada a
evolucdo microbioldgica, contagem de células somaticas (CCS), de células
polimorfonucleares (PMN) e células mononucleares (MN) em leite de ovinos acometidos por
mastite subclinica tratados homeopaticamente. Cinquenta (n=50) animais diagnosticados com
mastite subclinica foram separados em dois grupos de forma aleatéria. O grupo controle
(n=25) os animais receberam tratamento placebo, enquanto que o grupo homeopatia (n=25)
receberam o medicamento homeopatico Phytolaca decandra 6 CH. Procedeu-se a coleta de
amostras de leite para exames microbiologicos bem como para a CCS e contagem de PMNs e
MNs dos animais dos grupos controle e homeopatia, em meédia, 10 dias antes do inicio dos
tratamentos e com 15 e 30 dias pos-tratamento. Os cordeiros (n=50) foram desmamados e
submetidos a pesagem 60 dias apds o parto. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significante (P>0,05) entre as CCS e frequéncias de PMNs e MNs dos grupos homeopatia e
controle, tanto antes quanto depois do tratamento homeopatico. Porém observou-se a
eficiéncia quanto a cura microbioldgica da mastite, bem como maior ganho de peso dos
cordeiros cujas maes foram submetidas ao tratamento homeopatico.

Palavras-chave: ovinos, homeopatia, mastite.

EVALUATION OF HOMEOPATHIC TREATMENT IN OVINE SUBCLINICAL
MASTITIS

ABSTRACT

Mastitis is a relevant problem in creations of sheep and can cause low milk production, low
weight at weaning, losses with death of animals and veterinary treatment costs. With the
growth of the sector of organic production, it is necessary to develop new strategies for
treatment and control of mastitis. Homeopathy is an alternative important since homeopathic
medicines have low cost and toxicity, ease of administration and not act directly on the
microorganism, not contributing to the occurrence of microbial resistance. Microbiological
culture, somatic cells count (CCS), polymorphonuclear cells (PMN) and mononuclear cells
(MN) were evaluated in ovine milk with subclinical mastitis and treated homeopathically.
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Fifty (n=50) sheeps diagnosed with subclinical mastitis were separated into two groups
randomly, being a control group (n=25) in which the animals received placebo treatment,
whereas the other was called homeopathy group (n=25) whose animals received the
homeopathic medicine Phytolaca decandra 6 CH. Were collected samples of milk for
microbiological tests, as well as CCS and count of PMNs and MNs from control and
homeopathy groups, on average, 10 days before the start of the treatments and with 15 and 30
days of the treatments. The lambs (n=50) were weaned and submitted to weighing 60 days
after birth. No significant statistical difference (P>0,05) was verified between CCS and
frequencies of PMNs and MNs of homeopathy and control groups, both before and after the
homeopathic treatment. However, was noted the efficiency regarding microbiological cure of
mastitis as well as the weight gain of the lambs whose ewe were subjected to homeopathic
treatment.

Keywords: ovines, homeopathy, mastitis.

EVALUACION DE TRATAMIENTO HOMEOPATICO EN LA MASTITIS OVINA
SUBCLINICA

RESUMEN

Mastitis es un problema relevante en las creaciones de ovejas y puede causar la produccion de
leche baja, bajo peso al destete, prejuicios con la muerte de los animales y los costos de
tratamiento veterinario. Con el crecimiento del sector de la produccion organica es necesario
desarrollar nuevas estrategias de tratamiento y control de la mastitis. La homeopatia es una
alternativa importante ya que los medicamentos homeopaticos tienen bajo costo y toxicidad,
facilidad de administracion y no acttan directamente sobre el microorganismo, no contribuye
a la aparicion de resistencias microbianas. Se investigé el desarrollo microbiolégico, recuento
de células somaéticas (CCS), células polimorfonucleares (PMN) y las células mononucleares
(MN) en leche ovina con mastitis subclinica y tratados homeopéaticamente. Cincuenta
animales (n=50) diagnosticados con mastitis subclinica fueron separados en dos grupos al
azar. Em el grupo de control (n=25) los animales recibieron tratamiento con placebo mientras
que el grupo homeopatia (n=25) recibieron el medicamento homeopatico Phytolaca decandra
6 CH. Se procedio a la recogida de muestras de leche para las pruebas microbioldgicas, asi
como por la CCS y recuento de PMNs y MNs de 16s animales de los grupos control y
homeopatia, en promedio, 10 dias antes del inicio de los tratamientos y con 15 y 30 dias
después del tratamiento. Los corderos (n=50) fueron destetados y pesados 60 dias después del
parto. No se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa (P>0,05) entre el CCS
y frecuencias de PMNs y MNs de los grupos de homeopatia y control, antes como después del
tratamiento homeopatico. Pero la eficiencia fue observada sobre cura microbiolégica de la
mastitis, asi como el aumento de peso de los corderos cuyas madres fueron sometidas a
tratamiento homeopatico.

Palabras-clave: ovejas, homeopatia, mastitis.
INTRODUCAO
A mastite € um problema relevante em criagdes de ovinos podendo ocasionar baixa

producéo lactea e baixo peso ao desmame (1). Além disso, ha também o prejuizo com dbito
de animais e custos com tratamento veterinario (2).
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A prevaléncia de mastite subclinica em pequenos ruminantes é de, em média, 5 a 30%
do rebanho, enquanto que a incidéncia anual de mastite clinica é, em geral, menor que 5%,
podendo aumentar esporadicamente (2,3,4).

S0 inimeros os agentes etiologicos de mastite em ovinos podendo-se citar:
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus dysgalactiae, S. pyogenes, S.
intermedius, Mycoplasma spp., Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes, dentre outros,
embora Staphylococcus spp. sdo 0s micro-organismos mais prevalentes (1,5). Ao passo que
S. aureus representa um importante patégeno na mastite clinica ovina, os estafilococos
coagulase-negativos sdo 0s mais prevalentes em mastites subclinicas (3).

A mastite ovina é a principal causa para o descarte de ovelhas. A forma subclinica
reduz a producéo e a qualidade do leite, além de acarretar prejuizos na atividade leiteira (6,7).
Paralelamente, a mortalidade de cordeiros muitas vezes tem sido atribuida a producéao
insuficiente de leite pelas ovelhas, decorrente de mastites clinica e subclinica (8,9).

Quanto ao tratamento, a mastite clinica deve ser tratada tdo logo seja diagnosticada.
Nestes casos, 0 sucesso terapéutico da maioria dos protocolos alopéaticos deve ser avaliado
considerando-se mais a reducdo dos sinais clinicos do que a total eliminacdo do patégeno da
glandula mamaria (10).

Tendo em vista o crescimento do setor de producdo organica, faz-se necessario o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e controle de mastite. Neste contexto, a
homeopatia é alternativa importante uma vez que os medicamentos homeopaticos apresentam
baixo custo e toxicidade, facilidade de administracéo e ndo atuam diretamente sobre 0 micro-
organismo, ndo contribuindo assim para a ocorréncia de resisténcia microbiana. Estes
medicamentos atuam na promoc¢do do aumento da capacidade de resposta do hospedeiro
(12).

A homeopatia teve seu grande marco com Samuel Hahnemann (1755-1843) (12), que
estabeleceu os principios do individuo total, baseado no principio Hipocratico, e do
medicamento unico. Hahnemann (12) classificou as doencas em agudas e crénicas, na qual as
doencas agudas ou matam o individuo ou curam-se espontaneamente. Nas doencas cronicas,
“o0 contagio parasitario semivital” persiste mais ou menos latente. Portanto, do ponto de vista
homeopatico, a evolucdo da doenca é que determina se a doenca é aguda ou crénica (13).

A escassez de pesquisas sobre a homeopatia na area de producdo animal,
principalmente de acordo com os principios estabelecidos por Hahnemann (12), justifica o
presente estudo que procurou esclarecer aspectos da epidemiologia das mastites subclinicas
em ovinos investigando-a pela avaliacdo da eficAcia de protocolos homeopaticos para
tratamento e controle da doenca. Com efeito, foram realizados exames microbiolégicos bem
como avaliadas as contagens de células somaticas (CCS), de células polimorfonucleares
(PMN) e células mononucleares (MN) em leite de ovinos acometidos por mastite subclinica e
tratados homeopaticamente. Foi avaliada, ainda, a eficiéncia quanto a cura microbiologica da
mastite, bem como se analisou a interferéncia quanto ao ganho de peso dos cordeiros cujas
ovelhas foram submetidas aos tratamentos.

MATERIAL E METODOS

Os ovinos avaliados foram provenientes de propriedades de ovinocultura da regido de
Campinas, Vale do Paraiba e Jarinud, no Estado de Séo Paulo. Os animais pertenciam as racgas
Dorper, White Dorper e mesti¢cos Dorper/Santa Inés.

Foram avaliadas, durante o periodo de 2 anos, 122 ovelhas que se apresentavam entre a
segunda e quarta lactacdo/parto. Os animais foram submetidos as provas de campo de Tamis
(14) e California Mastitis Test (CMT) (15), para deteccdo de mastites clinica e subclinica,
respectivamente. Amostras positivas para mastite subclinica (2 e 3+) foram coletadas para
realizacdo de exames microbioldgicos, CCS e contagem de PMNs e MNs.
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As amostras de leite colhidas para exames microbiol6gicos foram obtidas ap06s a devida
higienizacdo dos tetos, acondicionadas em tubos estéreis. As amostras foram transportadas ao
laborat6rio em condicédo de refrigeracdo, onde foram submetidas aos exames microbioldgicos.
Foram semeados 10 pL de cada amostra de leite em agar-sangue ovino a 5%. As placas foram
incubadas em aerobiose a 37°C, com leituras realizadas em 24, 48 e 72 horas. Visando a
pesquisa de fungos filamentosos e leveduras, foi realizado o cultivo das amostras em agar
Sabouraud-dextrose com cloranfenicol (100 mg/L) com incubacdo a 25°C por 7 dias. Os
micro-organismos isolados foram identificados e classificados de acordo com Murray et al.
(16). Para confirmagdo de certos isolados foram utilizados também na classificacdo o0s
sistemas RapID™ (Remel) para confirmacéo das identificacoes.

Apos a coleta de leite para exame microbioldgico, foram colhidas amostras de leite que
foram acondicionadas em frascos plasticos contendo bronopol®. As amostras foram
submetidas a contagem de células somaticas (CCS) por citometria de fluxo, utilizando-se o
equipamento Somacount 300® (17). Procedeu-se ainda a realizacdo de esfregacos de cada
amostra de leite colhida para exame microbioldgico, os quais foram corados com Giemsa e
submetidos & contagem de 100 células/esfregaco, visando avaliar a propor¢do de PMNs e
MN:Ss.

Os animais diagnosticados com mastite subclinica (50 animais) foram separados em
dois grupos de forma aleatoria, constituindo o grupo controle (25 animais), no qual os
animais receberam tratamento placebo, que consistiu na administracdo de 30 gramas de
acucar cristal administrado ao alimento, duas vezes ao dia. No grupo homeopatia (25
animais), os animais receberam o medicamento homeopatico misturado a alimentacdo, duas
vezes ao dia, que consistiu na administracdo de 30 gramas de agucar cristal impregnados com
0 medicamento Phytolaca decandra 6 CH, segundo a farmacopeia homeopatica brasileira.
Este medicamento foi selecionado de acordo com a repertorizacdo (18) prévia dos sinais e
sintomas clinicos da mastite, de acordo com o génio epidémico, definido a partir dos sinais e
sintomas gerais da doenca na populacdo em estudo, visando o uso de modo curativo (12).

O medicamento homeopatico e o placebo foram administrados por via oral juntamente
com o concentrado administrado na alimentacdo. Foram adicionadas 30 gotas do
medicamento em 1 kg de acucar cristal. Cada animal do grupo homeopatia recebeu 30
gramas desta mistura, duas vezes ao dia, durante 30 dias. O grupo controle recebeu 30
gramas do acucar cristal, sem medicacdo, duas vezes ao dia, durante 30 dias. Ambos os lotes
comecaram a receber a medicacdo, em media, 30 dias ap6s o parto. O tratamento foi
finalizado aos 60 dias pos-parto, em media, quando os cordeiros foram desmamados.

Procedeu-se a coleta de amostras de leite para exames microbiolégicos bem como CCS
e contagem de PMNs e MNs dos animais dos grupos controle e homeopatia, em média, 10
dias antes do inicio dos tratamentos e com 15 e 30 dias a partir da administracdo dos
mesmos.

Os cordeiros (n=50) foram desmamados e submetidos a pesagem 60 dias apds o parto.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GRAPHPAD INSTAT
(19) e os testes estatisticos empregados nas diversas analises foram: Friedman, Fisher,
Wilcoxon, Analise de Variancia e teste T - Student para comparar os dados de CCS, PMN,
MN e ganho de peso entre 0s grupos pesquisados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As mastites sdo frequentes em ovelhas, de particular importancia em animais de aptidao
leiteira, mas afetando igualmente racas produtoras de carne. Estas infec¢Ges causam prejuizos
econdmicos consideraveis, podendo comprometer a fungdo maméria e, ocasionalmente,
resultar em Obito dos animais. As suas consequéncias estendem-se aos cordeiros que
apresentam menor crescimento e ganho de peso (20).
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Varios autores (21-25), trabalhando com mastite subclinica em ovelhas, encontraram,
respectivamente, 35%, 39%, 39,1%, 57,03% e 18,3% das amostras de leite positivas ao exame
microbiolégico.

Estudando as mastites subclinicas em ovelhas da raca Santa Inés, um grupo de
pesquisadores (26) obteve 26,6% (33/124) de positividade ao exame microbiolégico no qual
Staphylococcus coagulase-negativos foram 0s micro-organismos mais frequentemente
isolados (19/33=57%), seguidos por S. aureus (5/33=15,2%), Micrococcus sp. (5/33=15,2%)
e Streptococcus agalatiae (1/33=9%).

Outros pesquisadores (27) avaliaram ovelhas da raca Santa Inés e detectaram 50% das
glandulas positivas ao exame microbiolégico, embora somente Staphylococcus coagulase-
positivos foram isolados. No mesmo estudo foi observada a persisténcia do quadro infeccioso
nos animais durante e apds o periodo de lactacao.

Outros autores (24) relataram que Staphylococcus spp. foram 0s micro-organismos mais
frequentemente isolados de amostras de leite de ovelhas com mastite subclinica sendo 67,9%
das amostras de leite positivas para Staphylococuus coagulase—negativos e 9,4% para S.
aureus.

No Quadro 1, estdo apresentados os resultados dos exames microbiolégicos das
amostras de leite dos grupos controle e homeopatia, colhidas antes do inicio do tratamento e
com 15 e 30 dias de tratamento, bem como a frequéncia de isolamentos de cada agente.

Verificou-se no presente estudo que apds 15 dias do inicio do tratamento houve
aumento (P<0,05) do numero de amostras negativas ao exame microbioldgico quando
comparado com o0s resultados anteriores ao inicio do tratamento. No entanto, a porcentagem
de amostras negativas do grupo homeopatia foi estatisticamente maior (P<0,05) quando
comparado com o grupo controle. Este resultado significa que pode ter havido cura
microbioldgica espontanea de mastite subclinica ovina, mas quando estimulada pelo
medicamento homeopatico a porcentagem de cura foi maior (P<0,05) (Quadro 1).

Observou-se também que entre 15 e 30 dias de tratamento houve reducdo (P<0,05) da
frequéncia de amostras microbioldgicas negativas tanto do grupo homeopatia (71,88% com
15 dias e 56,25% com 30 dias de tratamento) quanto do grupo controle (57,69% com 15 dias
e 30,77% com 30 dias de tratamento). Entretanto, observou-se que nas amostras colhidas apos
30 dias de tratamento ocorreu isolamento de micro-organismos ndo isolados na coleta inicial,
tais como S. intermedius (3,13% no grupo homeopatia e 7,69% no grupo controle), S.
saprophyticus (6,25% no grupo homeopatia e 7,69% no grupo controle) e S. epidermidis
(7,69% no grupo controle), bem como auséncia de isolamentos de micro-organismos
presentes na coleta anterior ao tratamento tais como Corynebacterium bovis, S. haemolyticus,
Streptococcus dysgalactiae assim como a reducdo na frequéncia de isolamentos de S. kloosii.
Este fato permite concluir que houve cura microbioldgica espontanea, mas também ocorreu
reinfeccdo de glandulas mamarias em ambos o0s grupos apos 30 dias de tratamento (Quadro
1).

A frequéncia de amostras negativas ao exame microbioldégico no grupo homeopatia
(26,67% antes do inicio do tratamento, 71,88% com 15 dias e 56,25% com 30 dias de
tratamento), foi superior estatisticamente (P<0,05) ao do grupo controle (38,46% antes do
inicio do tratamento, 57,69% com 15 dias e 30,77% com 30 dias de tratamento). Este achado
permite inferir que a taxa de reinfec¢do dos animais tratados com homeopatia foi inferior
quando comparados aos animais que ndo receberam medicamento homeopatico (Quadro 1).
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Quadro 1. Isolamento de micro-organismos do leite de ovelhas com e sem tratamento
homeopético com Phytolaca decandra 6 CH, segundo dias ap6s o uso do medicamento e
placebo. S&o Paulo, 2010.

Microbiol6gico Antes do 15 dias de 30 dias de

Tratamento tratamento Tratamento

N % N % N %
Corynebacterium bovis 2 6,67 0 0,00 0 0,00
S. chromogenes 1 3,33 1 3,13 1 3,13
S. haemolyticus 2 6,67 0 0,00 0 0,00
S. kloosii 9 30,00 3 9,38 3 9,38
g | S.aureus 0 0,00 0 0,00 0 0,00
g S. cohnii 0 0,00 0 0,00 0 0,00
9 | S.caprae 0 0,00 1 3,13 1 3,13
g S. intermedius 0 0,00 0 0,00 1 3,13
T | S. saprophyticus 0 0,00 0 0,00 2 6,25
£ [ 'S. epidermidis 0 0,00 0 0,00 0 0,00
g | S.dysgalatiae 3 10,00 0 0,00 0 0,00
£ | S. dysgalactiae/S. klossii 0 0,00 0 0,00 0 0,00
= S. dysgalactiae /S. intermedius 0 0,00 0 0,00 1 3,13
S. dysgalactiae /S. haemolitycus 0 0,00 1 3,13 1 3,13
Amostra contaminada 5 16,67 3 9,38 4 12,50
Negativo 8 26,67 23 71,88 18 56,25

Total 30 32 32
Corynebacterium bovis 0 0,00 0 0,00 0 0,00
S. chromogenes 0 0,00 0 0,00 1 3,85
S. haemolyticus 2 7,69 0 0,00 1 3,85
S. kloosii 7 26,92 4 15,38 3 11,54
S. aureus 2 7,69 0 0,00 1 3,85
S..cohnii 1 3,85 0 0,00 0 0,00
S. caprae 0 0,00 2 7,69 3 11,54
< | S.intermedius 1 3,85 2 7,69 2 7,69
£ | S. saprophyticus 0 0,00 1 3,85 2 7,69
8 | S. epidermidis 0 0,00 0 0,00 2 7,69
S. dysgalatiae 0 0,00 0 0,00 0 0,00
S. dysgalatiae /S. klossii 1 3,85 0 0,00 0 0,00
S. dysgalatiae /S. intermedius 0 0,00 0 0,00 0 0,00
S. dysgalatiae /S. haemolitycus 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Amostra contaminada 2 7,69 2 7,69 2 7,69
Negativo 10 38,46 15 57,69 8 30,77
Total 26 26 25

Os resultados referentes as CCS, porcentagens de PMNs e MNs, estdo apresentados no
Quadro 2. N&o foi observada diferenca estatisticamente significante (P>0,05) entre as CCS
dos grupos homeopatia e controle, tanto antes quanto depois dos tratamentos.

As porcentagens de PMNs e MNs (Quadro 2) estdo compativeis com 0s quadros de
mastites subclinicas ocasionadas pelos agentes isolados, ndo tendo sido verificada diferenca
estatisticamente significante entre estas porcentagens nos grupos homeopatia e controle, tanto
antes quanto depois dos tratamentos. Outros autores (27) observaram a ocorréncia de aumento
de PMNs nas glandulas mamarias infectadas durante a lactacdo e pds desmame o que
explicaria 0 aumento da CCS quando da infeccdo intramamaria, onde ha alta relacdo entre
PMNSs e aumento da CCS (28). Pode-se verificar, ainda, aumento estatisticamente significante
(P<0,05) de aproximadamente 4,5 Kg em média no peso dos filhotes que foram desmamados
de ovelhas tratadas com medicamento homeopético. Este resultado pode ser creditado a
melhora na salde das fémeas lactantes com melhora na qualidade do leite.
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Quadro 2. Mediana, valores minimos e maximos das contagens de células soméaticas (CCS),
das porcentagens de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) de amostras
de leite de ovelhas com isolamento microbiologico negativo (Neg), Staphylococcus spp.
(Staph) e total antes do inicio do tratamento, com 15 e 30 dias de tratamento, bem como a
média do ganho de peso com desvio padrdo antes e depois dos tratamentos homeopatico* e

placebo.
Micror Antes do 15 dias de 30 dias de
g Tratamento tratamento tratamento
Neg 279898 1096478 151356
(44978-4613176) (14997-7603263) (20989-5902011)
Homeopatia Staph 683912 1462177 2754229
(43955-5482770) (47315-7345139) (112980-1435489)
Total 411149 1399587 801678
CCsS (43955-5482770) (14997-7603263) (20989-1435489)
(Cél/ml) Neg 433511 1749847 380189
(93972-4886524) (93972-6165950) (65013-4446313)
Controle Staph 3499452 2523481 2094113
(38019-6412096) (182810) (217771-6456542)
Total 1156712 24099054 1145513
(38019-6412096) (93972-6165950) (65013-6456542)
Neg 72,0(67,0-89,0) 74,0(58,0-963,0) 76,0(64,0-83,0)
Homeopatia Staph 82,5(28,0-96,0) 82,5(-73,0-92,0) 84,0(36,0-96,0)
PMN Total 79,0(28,0-96,0) 77,5(58,0-96,0) 76,0(36,0-94,0)
(Cél/ml) Neg 73,0(44,0-91,0) 76,0(44,0-94,0) 68,0(51,0-85,0)
Controle Staph 81,0(46,0-96,0) 83,0(63,0-96,0) 84,5(52,0-98,0)
Total 81,0(44,0-96,0) 78,0(44,0-96,0) 77,0(51,0-98,0)
Neg 27,5(11,0-33,0) 26,0(4,0-42,0) 24,0(17,0-36,0)
Homeopatia Staph 17,5(4,0-72,0) 17,5(8,0-27,0) 16,0(6,0-64,0)
MN Total 21,0(4,0-72,0) 22,5(4,0-42,0) 24,0(6,0-64,0)
(Cél/ml) Neg 27,0(9,0-56,0) 24,0(6,0-40,0) 32,0(15,0-49,0)
Controle Staph 21,0(4,0-54,0) 17,0(4,0-34,0) 15,5(2,0-48,0)
Total 21,0(4,0-56,0) 22,0(4,0-40,0) 23,0(2,0-49,0)
Ganho Homeopatia 29,500+7,789
d?}fg)’o Controle 25,077+6,100

Phytolaca decandra 6 CH
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CONCLUSAO

Observou-se que ndo houve influéncia das CCS, das frequéncias de PMNs e MNs do
leite de ovinos com mastite subclinica, resultado que pode ter sido influenciado pela taxa de
reinfeccdo dos animais. Concluiu-se que o tratamento homeopatico foi eficiente no tocante a
cura microbiolégica de mastites subclinicas em ovinos. Além disso, o tratamento
homeopético reduziu a taxa de reinfeccdo dos animais avaliados bem como permitiu
incremento quanto ao ganho de peso nos filhotes das ovelhas tratadas com homeopatia.
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RESUMO

A leptospirose destaca-se dentre as zoonoses de maior importancia devido a sua ampla
distribuicdo geografica e por ter sua ocorréncia favorecida principalmente em locais com
climas tropicais e subtropicais, com altas temperaturas e indices pluviométricos elevados. Em
felinos, a leptospirose € de ocorréncia rara, ndo apresentando especificidade por reagirem com
diferentes sorotipos de Leptospira spp..Sdo considerados mais resistentes a infeccdo. Porém,
ja foi comprovada experimentalmente a ocorréncia de leptospiraria em gatos inoculados com
a bacteéria sem que ocorra a manifestacdo de sintomas. O objetivo do presente estudo foi
pesquisar anticorpos anti-leptospiricos frente a diferentes sorovares de leptospiras pela prova
de Soroaglutinagdo Microscopica em soros de 155 felinos domiciliados. Nenhuma das
amostras avaliadas revelou soropositividade para os 13 sorovares avaliados.

Palavras-chave: felinos, leptospirose, aglutininas anti-leptospiricas, soroaglutinacéo
microscopica.

SEROLOGICAL STUDY OF LEPTOSPIRA SPP. INFECTION IN CATS
ABSTRACT

Leptospirosis is pointed out between the most important zoonosis due to its wide geographic
distribution and for having its ocurrence favored in tropical and subtropical climates, with
present high temperatures and rain indexes. In cats, leptospirosis is unsual, not present
specificity because they react to different types of Leptospira spp. They are considered more
resistents to the infection. However, was proved the occurence of Leptospira spp. in the urine
of cats experimentally inoculated with the bactéria with no clinical signs. The aim of this
study was the research of antibodies face to different leptospira sorovars by the Agglutination
Test in blood serum of 155 domestic cats. None of the evalueted samples showed serum
positivety to the 13 tested sorovars.

Keywords: cats, leptospirosis, anti-leptospiral agglutinins, agglutination test.
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ESTUDIO SEROLOGICO DE LA INFECCION POR LEPTOSPIRA SPP. EN GATOS
RESUMEN

La leptospira se destaca dentro de las zoonosis de mayor importancia debido a su amplia
distribucion geografica y por tener su ocurrencia favorecida principalmente en localidades con
climas tropicales y subtropicales, con altos indices pluviométricos y altas temperaturas. En
felinos la leptospirosis es de ocurrencia rara, no se presenta especificidad por reaccion con
diferentes serotipos de Leptospiraspp. Son considerados mas resistentes a la infeccion.
Aunque ya fue comprobada experimentalmente la ocurrencia de leptospiruria en gatos
inoculados con la bacteria sin manifestacion de sintomas. El objetivo del presente estudio fue
la busqueda de anticuerpos frente a diferentes serovares de leptospiras por la prueba de
seroaglutinacién microscopica en sueros de 155 felinos domésticos. Ninguna de las muestras
analizadas revelo seropositividad para los 13 serovares analizados.

Palabras clave: felinos, leptospira, aglutinacion antileptospira, seroaglutinacion
microscaépica.

INTRODUCAO

O processo de urbanizagdo e as mudancas ambientais, como as relacionadas ao clima,
levam a um maior risco de contaminacdo ambiental e disseminagdo de doencas. Dentre as
zoonoses a leptospirose destaca-se pela sua ampla distribuicdo geografica, principalmente nas
condicdes tropicais e subtropicais, pelas altas temperaturas e indices pluviométricos
aumentados, principalmente em paises em desenvolvimento, com condi¢bes precarias de
saneamento basico e propensos as inundacoes.

A leptospirose é causada por diferentes sorovares de leptospiras, e a infeccdo em
humanos e em animais se da pelo contato direto ou indireto com a urina contaminada de
outros animais, ou pela penetracdo do agente a partir de membranas mucosas ou pela pele
lesada, multiplicando-se no sangue e em oOrgdos-alvo como rins e figado, podendo causar
injaria renal e insuficiéncia hepatica (1,2,3).

A leptospirose em felinos ocorre com menor frequéncia, sugerindo-se que sejam
resistentes a essa doenca, porém constituem potenciais fontes de infeccdo visto que podem
excretar leptospiras pela urina por mais de trés meses apos infeccdo experimental sem
manifestar sintomas (4,5,6).

Larsson et al. (7), inocularam gatos pela via subcutdnea com o0s sorovares
Icterohaemorrhagiae e Canicola, e ndo observaram alteracBes clinicas, mas detectaram
aglutininas anti-leptospiricas 8 a 12 semanas ap6s inoculacdo, e leptospirdria apenas nos
animais inoculados com o sorovar Canicola, 2 a 4 semanas apés inoculacdo. Foi realizada
também a infeccdo experimental a partir da ingestdo de ratos infectados e de seus 6rgaos,
como rins e bexiga, ndo se evidenciando sinais clinicos, mas apenas leptospirtria em um dos
animais 12 dias ap0s o fornecimento das visceras, e 15 dias ap0s a ingestdo dos ratos. Duas
semanas apods a infeccdo experimental todos os animais foram positivos a Soroaglutinacédo
Microscopica, com deteccdo de IgM nos gatos alimentados com ratos ou visceras, e 1gG nos
alimentados apenas com visceras. Tal resultado mostra a ocorréncia da infeccao.

Langoni et al (8) avaliaram 200 amostras de soros de gatos atendidos no periodo de um
ano em clinicas particulares e no Hospital Veterinario da FMVZ - Unesp Campus de Botucatu
para verificar a presenca de aglutininas anti-leptospiricas, encontrando 4,5% de resposta aos
sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Copenhageni e Andamana, com
titulos variando de 100 a 400, concluindo pela baixa soroprevaléncia de anticorpos anti-
leptospiricos nesta espécie.
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Em estudo realizado em um hospital veterindrio em Quebec, por Lapointe et al. (9), 40
amostras de sangue de gatos foram testadas para os sorovares Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Bratislava, Pomona, Autumnalis, Kirschneri e Grippotyphosa, considerando como positivos
titulos de anticorpos > 100 UI e como potenciais casos clinicos titulos de anticorpos > 200 UL.
Nove animais foram soropositivos com titulo de 100 Ul, e um com titulo de 200 Ul, sendo
que todos foram reagentes para o sorovar Bratislava e apenas um para o Autumnalis. A alta
soropositividade obtida sugere que a doenca possa ter maior importéncia clinica, e que gatos
com leptospirose tendem a apresentar titulos mais baixos.

A pesquisa de Yanaguita et al. (10) com amostras de 200 soros felinos, em S&o Paulo,
revelou 14,5% de positividade para diferentes sorovares de leptospiras, sendo 0s mais
freqlientes: Shermani, Pomona e Icterohaemorrhagiae. Resultado de outro inquérito
soroepidemiolégico com 172 amostras de soro felino em S&o Paulo revelou 12,87% de
positividade, com maior prevaléncia dos sorovares Icterohaemorrhagiae e Pomona (11).

Apesar da leptospirose felina ser relatada como de rara ocorréncia (4), inquéritos
sorolégicos mostram reagdes positivas, como Santos et al. (12), que obtiveram 22,6% de
positividade com animais reagentes para 0s sorovares Pyrogenes, Bratislava e Autumnalis.
Verifica-se diferencas nos resultados sorolégicos provavelmente de acordo com as regides de
procedéncia dos animais.

Devido a importancia dos felinos como animais de estimacgdo e por terem conquistado
um maior espaco e estreitado a relagdo humano-animal, aumenta-se o risco de ocorréncia de
zoonoses no nucleo familiar, principalmente por poderem ser portadores assintomaticos de
varias enfermidades, incluindo-se a leptospirose. (4,5,6)

Tendo em vista 0 aumento no atendimento de felinos em hospitais veterinarios, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a soroprevaléncia de anticorpos anti Leptospira spp. pela
utilizacdo de sorologia realizada junto ao Nucleo de Pesquisas em Zoonoses — NUPEZO, do
Departamento de Higiene Veterinaria e Sadde Pablica, da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus de Botucatu, SP.

MATERIAL E METODOS

Foram escolhidas aleatoriamente 155 amostras de soro de gatos domiciliados atendidos
no periodo de 01/04/2014 a 01/09/2014 no Hospital Veterinario da FMVZ - Unesp Campus
de Botucatu (n = 100) e de Aracatuba (n = 55) para pesquisar a presenca de aglutininas anti-
leptospiricas O sangue foi coletado por venopuncdo jugular e, ap6s obtencdo do soro,
armazenado em microtubos estéreis de 1,5mL a -20°C até seu processamento.

Foi utilizado o teste de soroaglutinacdo microscopica-SAM, de acordo com o Ministério
da Saude (13). Inicialmente realizou teste de triagem frente a varios sorovares, e em caso de
positividade as amostras soropositivas, seriam submetidas a titulacdo, considerando-se como
reagentes aquelas com titulo igual ou superior a 100, segundo as normas do Ministério da
Salde. Foram utilizados sorovares mantidos em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®, Detroit, USA), a 28°C, a saber: Australis, Bratislava,
Autumnalis, Canicola, Cynopteri, Djasiman, Grippotyphosa, Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, NUP-01 pertencente ao sorogrupo
Canicola, isolada no Nucleo de Pesquisa em Zoonoses — NUPEZO, a partir de urina canina.

Dos 155 animais testados, 86 eram machos (55,5%) e 69 fémeas (44,5%) provenientes
das cidades de Botucatu (n=73, 47,1%), Aracatuba (n=55, 35,5%), Sdo Manuel (n=4, 2,5%),
Bauru (n=3, 1,95%), Lengois Paulista (n=3, 1,95%), Sdo Paulo (n=2, 1,3%), Bofete (n=2,
1,3%), Avaré (n=1, 0,65%), Americana (n=1, 0,65%), Jumirim (n=1, 0,65%), Cerquilho (n=1,
0,65%), Macatuba (n=1, 0,65%), Promissdo (n=1, 0,65%), Igaracu do Tieté (n=1, 0,65%),
Porangaba (n=1, 0,65%), Quadra (n=1, 0,65%), Itatinga (n=1, 0,65%), Sorocaba (n=L1,
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0,65%), Conchas (n=1, 0,65%), Tatui (n=1, 0,65%). Deste total, 143 (92,2%) eram mesticos,
6 (3,9%) eram persas e 6 (3,9%) eram siameses.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na prova de triagem os resultados para os diferentes sorovares testados foram negativos
acarretando um novo re-teste para pesquisa de aglutininas anti-leptospiricas frente aos
mesmos sorovares, cujos resultados mantiveram-se negativos.

Apesar de 100 amostras serem de casos de animais atendidos no HV de Botucatu, estes
eram procedentes de uma grande area de abrangéncia, com animais de diferentes
procedéncias, semelhantemente as 55 amostras procedentes de animais de Aragatuba. Os
aspectos ambientais sdo importantes para a sobrevivéncia de leptospiras, considerando-se
principalmente a temperatura e umidade. Ressalta-se que o nimero de animais é diferente de
acordo com suas origens, mas de qualquer forma consideramos o resultado obtido no presente
estudo incomum, comparando-se com os resultados de outros pesquisadores (6,7,8,9)

A analise dos resultados mostra que de fato os felinos sdo provavelmente mais
resistentes a infeccdo leptospirica, quando se compara com outras espécies animais. Os gatos
sdo considerados praticamente como refratarios a leptospirose (4). Apesar da maior
resisténcia desta especie, ndo se deve descartar o papel desses animais na cadeia de
transmisséo da leptospirose na medida em que, quando a infec¢cdo ou doenca ocorrem, ha
eliminacéo de leptospiras na urina (4, 7, 14, 15).

A auséncia de resposta sorolégica para os sorovares pesquisados pode ter ocorrido em
funcdo da resisténcia natural da espécie a infeccdo (4,5), entretanto, devem ser avaliadas as
condicdes em que 0s animais eram criados e mantidos, pois em sua maioria trata-se de
animais domiciliados e bem alimentados com racdo comercial, de acordo com as informacdes
dos proprietarios no momento da coleta de sangue e do exame clinico. Apesar do habito de
carnivorismo, 0s mesmos provavelmente ndo consumiram roedores, evitando-se assim,
fatores de risco para a infeccdo, pois sabe-se que roedores sdo potenciais reservatorios de
leptospiras (16).

Outro aspecto que pode ser avaliado € o fato desses animais terem, possivelmente,
menos contato com 0 ambiente externo, sujeito a contaminagdo por outras espécies animais,
possiveis portadores renais, que contribuem para disseminacdo da infeccdo (17). Os gatos,
apesar de seus habitos instintivos de caca e exploratorio, podem ndo ter entrado em contato
com ambiente que favorece a manutencdo de leptospiras. De fato, 0s animais eram, em sua
maioria, procedentes da zona urbana central, e muitos deles residiam em apartamentos,
diminuindo assim as chances de infeccdo pela menor exposicao ao agente.

Frente aos resultados obtidos e pela importancia da leptospirose como zoonose, e pela
sua ampla distribuicdo, vé-se a necessidade de realizacdo de novos estudos em que se
correlacione os resultados sorolégicos com a cultura de urina e/ou 6rgdos desses animais, para
gue se possa determinar a importancia desta espécie na transmissao da doenca para humanos e
outros animais. A soroaglutinacdo microscopica é a prova padrdo ouro pela Organizacao
Mundial de Salde para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira, porém a correlacdo entre
resultados soroldgicos e pesquisa de DNA bacteriano em amostras de urina é bastante
relevante, pois pode indicar o estado de portador renal e provavel fonte de infeccdo com a
eliminacdo do agente pela urina (2,4).

CONCLUSAO
Nas condic¢Bes do presente estudo, tanto os animais atendidos nos hospitais veterinarios

da FMVZ de Botucatu quanto os animais domiciliados de Aracatuba foram negativos para os
sorovares testados que, de acordo com a literatura sdo os mais frequentes na infeccdo
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leptospirica nesta espécie. A despeito desses resultados, acredita-se ser importante associar a
pesquisa soroldgica a busca do agente por técnicas biomoleculares bem como pelo isolamento

da

bactéria em meios seletivos, a fim de evidenciar os portadores renais do agente.
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ABSTRACT

The study aimed to verify the influence of GnRH and eCG in TAI protocols to improve the
pregnancy rate (PR) in beef cattle, treated with previous intravaginal progesterone long-
acting, in the breeding season 90 days. A total of 660 females were divided into five groups:
(TAIL) injection of 1.0mg estradiol benzoate (EB) and P4 on dO, P4 removal and 0.075mg
prostaglandin F2a.on d9, 1.0mg EB on d10, and TAI 32h (n = 120); (TAI2) same as TAI1, but
inclusion of 500ug GnRH at TAI (n = 120); (TAI3) same as TAI1, but inclusion of 4001U
eCG on d10 (n =120); (TAI4) same as TAI3, but inclusion of 500ug GnRH at TAI (n = 120);
(5) no estrus synchronization, but served by natural service (NS; n = 180). Forty-five days
after the TAI, the TAIl, TAI2, TAI3, and TAI4 group were run with “clean-up” bulls for 45
d. Pregnancy was determined by ultrasonography on d45 for TAI PR and on d120 after TAI
for all treatments for overall PR. There were no differences in PR among the four TAI
protocols on d45 (cows: TAI1=48.0%, TAI2=53.8%, TAI3=57.6%, TAI4=58.3%; heifers:
TAI1=53.3%, TAI2=57.1%, TAI3=57.1%, TAI4=56.2%). The PR after the 90-day breeding
season was greater in all TAI groups of cows (P<0.0001) compared with NS, except for
heifers (P>0.05). Cows and heifers were analyzed together, and no differences among groups
were found. It was concluded that protocols for TAI using GnRH or eCG alone or together
contribute significantly to improve the pregnancy rate in beef cattle females, when subjected
to previous treatment with progesterone in the reproductive season.

Keywords: fixed-time artificial insemination, beef cattle, estrus synchronization, GnRH,
eCG.

O FATOR LIBERADOR DE GONADOTROFINAS (GnRH) E A GONADOTROFINA
CORIONICA EQUINA (eCG) MELHORA A TAXA DE PRENHEZ EM
PROTOCOLOS PARA A INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BOVINOS DE CORTE

RESUMO

O estudo teve como objetivo verificar a influéncia do GnRH e eCG em protocolos de IATF
para melhorar a taxa de prenhez (TP) em bovinos de corte, tratados anteriormente com
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progesterona intravaginal de acdo prolongada, em estagdo de monta de 90 dias. Um total de
660 fémeas foi dividido em cinco grupos: (TAIL) injecdo de 1,0mg de benzoato de estradiol
(BE) e P4 em dO, remogéo de P4 e 0,075mg de prostaglandina F2a em d9, 1,0mg de BE no
d10, e TAI 32h (n = 120); (TAI2) mesmo que TAI1, mas a inclusdo de 500ug de GnRH em
IA (n = 120); (TAI3) mesmo que TAI1, mas a incluséo de 400 Ul de eCG no d10 (n = 120);
(TAI4) mesmo que TAI3, mas a inclusdo de 500ug de GnRH em IA (n = 120); (5) ndo
sincronizagdo do estro, mas servido por monta natural (MN, n = 180). Quarenta e cinco dias
apos a TAI, a TAIL, TAI2, TAI3 e grupo TAI4 foram deixados com os touros por 45 d. A
prenhez foi determinada por ultrassonografia em d45 depois da TAI e em d120 apds todos 0s
tratamentos. Nao houve diferengas na TP entre os quatro protocolos de TAI em d45 (vacas:
TAIL = 48,0%, TAI2 = 53,8%, TAI3 =57,6%, TAI4 = 58,3%; novilhas: TAI1 =53,3%, TAI2
=57,1%, TAI3 =57,1%, TAI4 = 56,2%). A TP, apds a estacdo de monta de 90 dias foi maior
em todos os grupos de vacas TAIl (P<0,0001) em comparacdo com MN, com excecdo de
novilhas (P>0,05). As vacas e novilhas foram analisadas em conjunto, e ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos. Concluiu-se que os protocolos de TAl, utilizando
GnRH ou eCG sozinho ou em conjunto, contribuem de forma significativa para melhorar a
taxa de prenhez em fémeas bovinas, quando submetidas a um tratamento prévio com
progesterona na fase reprodutiva.

Palavras-chave: IATF, GnRH, eCG, sincronizagéo de cio, gado de corte.

EL FACTOR LIBERADOR DE GONADOTROPINA (GNRH) Y LA
GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (ECG) MEJORA DE LA TASA DE
EMBARAZO EN PROTOCOLOS PARA LA INSEMINACION ARTIFICIAL EM

TIEMPO FIJO EN GANADO DE CARNE

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo verificar la influencia de la GnRH y eCG en protocolos de
IATF para mejorar la tasa de prefiez (TP) en ganado para carne, previamente tratados con
progesterona intravaginal una accion prolongada en la temporada de cria de 90 dias. El total
de 660 hembras fueron divididas en cinco grupos: (TAIL) inyeccién de 1,0 mg de benzoato de
estradiol (BE) y P4 en dia 0(d0), remocion de la P4 + 0,075 mg prostaglandina F2a en d9, 1,0
mg de EB en d10 y TAI 32h (n = 120); (TAI2) lo mismo TAI1, pero la inclusion de 500ug de
GnRH en TAI (n = 120); (TAI3) lo mismo TAI1, pero la administracién de 400 Ul eCG en
d10 (n = 120); (TAI4) lo mismo TAI3, pero la administration de 500ug de GnRH en TAI (n =
120); (5) sin la sincronizacion de celo, pero servida por monta natural (MN, n = 180).
Cuarenta y cinco dias después de la TAI, el TAIL, TAI2, TAI3, y el grupo TAI4 quedardn con
los toros por 45 d. La gestation fue determinada por ultrasonografia en 45d despues de TAl y
en 120d después para todos los tratamientos. No hubo diferencias en TP entre los cuatro
protocolos de TAI en d45 (vacas: TAI1 = 48,0%, TAI2 = 53,8%, TAI3 = 57,6% = TAI4
58,3%; vaquillas: TAI1 = 53,3%, TAI2 = 57,1%, TAI3 = 57,1% , TAlI4 = 56,2%). EI TP
después de la temporada de cria de 90 dias fue mayor en todos los grupos de vacas TAI
(P<0,0001) en comparacién con MN, a excepcion de las novillas (p>0,05). Vacas y novillas
fueran analizadas en conjunto, y no se encontraron diferencias entre los grupos. Se concluyo
que el TAI usando protocolos de la GnRH o ECG solos o juntos, colaboran significativamente
a mejorar la tasa de prefiez en el ganado hembra cuando se somete a un tratamiento previo con
la progesterona en la fase reproductiva.

Palabras clave: IATF, GnRH, eCG, sincronizacion de estros, bovino.
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INTRODUCTION

Brazil’s national cattle herd has recently been quantified at 209.5 million head (1).
Among these, about 50% are females capable of reproduction. However, only 10% of these
females are subjected to artificial insemination (Al) (2). Artificial insemination has
contributed to improved genetics, hygiene, and reproduction control, but inaccurate
observation of estrus (3) and lack of skilled labor (4) are limitations in this technique.
Consequently, there has been significant economic interest in development of protocols
involving hormonal synchronization of estrus and ovulation in beef cattle for fixed-time
artificial insemination (TAI) without estrus observation (3).

To avoid the need for estrus detection in TAI, various hormonal protocols have been
developed using combinations of progesterone (P4), estrogen, and prostaglandin F2alpha
(PGF2a) (5-8). Pregnancy rate did not differ with or without estrus detection (9).

To increase pregnancy rates, drugs (e.g., eCG and GnRH) and management techniques
(e.g., interrupted temporary weaning) have been added to the conventional TAI protocols (10-
13). Several studies investigating the usefulness of hormonal protocols in commercial beef
cattle reported pregnancy rates of more than 50% in animals submitted to TAI (10,14), and
TAI hormonal protocols followed by natural service in the breeding season resulted in an
overall pregnancy rate of more than 80% (15,13,16).

Studies on bovines submitted to TAI protocols reported increased ovulation rates,
indicating that P4 exposure improves ovarian activity (17). This becomes more relevant when
there is a need for an annual female replacement rate of 20% (18).

Baruselli et al. (15) compared protocols based on P4, estrogen, and prostaglandin with
protocols based only on GnRH or PGF2a and found significantly superior pregnancy rates of
42.7% and 15.0%, respectively, in Bos indicus cows. The Ovsynch protocol based on GnRH
and PGF2a has not shown good reliability in Nelore cows, resulting in low pregnancy rate.
We hypothesized that hormonal protocols for TAI using eCG at P4 removal or GnRH on the
day of TAI would produce better pregnancy rates than protocols without the use of eCG or
GnRH or the group with natural service. The present study aimed to verify the effects of
GnRH and eCG in TAI protocols for improving the pregnancy rate (PR) in lactating beef
cows and heifers, treated with previous intravaginal progesterone long-acting in 90-days
breeding season.

MATERIALS AND METHODS

The present study used 660 animals (B. indicus, Nelore; B. indicus x B. taurus,
Simmental x Nelore) and was conducted during the breeding season of 2011/2012. The study
population included 387 lactating multiparous cows with suckling calves and 273 pubertal
(presence of corpus luteum or follicles >8.0 mm diameter) heifers from a commercial herd.
The cows were all within the 90-day (45-93 days) postpartum period and average values were
as follows: age, 4.5 (3-5) years; parity, 3 (2-4) calvings; weight, 480 (450-550) kg; and body
condition score (BCS), 6.0 (4.5-7.0) (1 = emaciated/9 = very fat). Average values for the
heifers were as follows: age, 2.4 years (1.9-3.2); weight, 335 (290-350) kg; and BCS, 6.0
(4.0-7.0). The animals were kept on Cynodum sp. pasture plus mineral supplementation and
water ad libitum. The animals were divided according to a 2 x 2 factorial arrangement into 4
groups: TAIL, TAI2, TAI3, and TAI4 groups received different hormonal protocols (Figure 1)
and TAI with frozen semen (19), and a natural service (NS) group remained with fertile bulls
for 90 d. Animals in the TAIL, TAI2, TAI3, and TAI4 groups underwent pregnancy diagnosis
on d45 before staying with the bulls for natural service for 45 days. Pregnancy diagnosis was
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performed in all animals on d120 by using an ultrasound machine (D-Chison 600VET, 6-
MHz linear transducer; China).

Protocols used in TAI 1, TAI2, TAI3, and TAI4 groups of cows and heifers.

TAIL (n =75 cows and 45 heifers)

P4+EB -P4+PG EB +32 h TAI US +NS -NS

I I | | | |

Do D9 D10 D11 D45 D90

TAI2 (n =78 cows and 42 heifers)

P4+EB -P4+PG EB +32hGnRH  US+NS  -NS

+TAl

I I | | | |

DO D9 D10 D11 D45 D90

TAI3 (n =78 cows and 42 heifers)

P4+EB -P4+PG EB +32 h TAlI  US+NS -NS
+eCG

I I I I I |

DO D9 D10 D11 D45 D90

TAI4 (n =72 cows and 48 heifers)

P4+EB -P4+PG EB +32h GnRH US+NS -NS
+eCG +TAl

I I I I I I

DO D9 D10 D11 D45 D90

NS (n=84 cows and 96 heifers)

NS - NS

I I

DO D 90

Legend: P4: Intra vaginal device (0,558 g Progesteron = Cronipress, Biogenesis Bago); EB: (1 mg Estradiol
Benzoate/mL. IM, Cronibest, Biogenesis Bago); PGF2a (0.075 mg / ml Cloprostenol = Croniben, Biogenesis
Bago); eCG (400 IU Equine Chorionic Gonadotropin = Novohormon, Coopers); GnRH (500 pug/mL
Gonadorelin = Profertil, Tortuga, SP); NS = natural service.

STATISTICAL ANALYSIS

The data were analyzed using a statistical software program (20). The experimental data
were analyzed as a 2 x 2 factorial arrangement, and conception rate, eCG, and GnRH were
considered as main effects. The differences in the postpartum period (DPP), weight, age,
parity, and eCC among the treated groups of cows were analyzed by ANOVA (PROCTTEST
procedure). The differences in the weight, age, and ECC among the heifer groups were
analyzed by ANOVA (PROCTTEST procedure). The pregnancy rate data of the TAI for cows
and heifers were analyzed by PROC FREQ of SAS. Cows and heifers were analyzed together
to find differences using PROC FREQ of SAS. The model included main effects for CR,
eCG, and GnRH and their respective interactions. Differences were considered significant at
P < 0.05.
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RESULTS AND DISCUSSION

Results of pregnancy rate in multiparous and nulliparous animals are shown in Tables 1,
2, and 3. Table 3 shows the combined data of the cows and heifers analyzed within their
respective groups. The DPP, weight, age, parity, and BCS before the beginning of the
treatment did not differ among the groups. No interaction between TAI groups of cows (P =
0.55) and heifers (P = 0.15) was found.

Table 1. Pregnancy rate in multiparous cows (Bos indicus and Bos indicus x Bos taurus)
subjected to different hormonal protocols to fixed-time artificial insemination (TAI) and
natural service (NS) in the breeding season of 2011/2012.

Pregnancy rate

TAI TAI+45 days 90 days of NS(%)
Group (%) NS(%)
TAI1(n=75) 48.00 (36/75)° 84.00 (63/75)"
TAI2(n=78) 53.84 (42/78)° 84.61(66/78)°
TAI3(n=78) 57.69 (45/78)° 88.46 (69/78)"
TAI4(n=72) 58.33(42/72) 91.66 (66/72)"
NS5(n=84) 57.14(48/84)

Different letters in the same rows or column are significantly different, P < 0.0001

Table 2. Pregnancy rate in nulliparous (Bos indicus and Bos indicus x Bos taurus) subjected to
different hormonal protocols to fixed-time artificial insemination (TAI) and natural service
(NS) in the breeding season of 2011/2012.

Pregnancy rate

TAI TAI + 45 days 90 days of NS(%)
(%) (%)

TAI1(n=45) 53.33 (24/45)* 86.66 (39/45)"

TAI2(n=42) 57.14 (24/42)* 85.71 (36/42)"

TAI3(n=42) 57.14 (24/42)* 92.85 (39/42)°

TAI4(n=48) 56.25 (27/48)* 93.75 (45/48)°

NS5(n=96) 84.37 (81/96)

Different letters in the same rows or column are significantly different, P < 0.0001

Table 3. Pregnancy rate in nulliparous and multiparous cows (Bos indicus and Bos indicus x
Bos taurus) subjected to different hormonal protocols to fixed-time artificial insemination
(TAI) and natural service (NS) in the breeding season of 2011/2012.

Pregnancy rate

TAI TAI+45 days 90 days of NS(%)
Group (%) NS(%)
TAI1(n=120) 50.0 (60/120)* 85.0 (102/120)°
TAI2(n=120) 55.0 (66/120) 85.0 (102/120)°
TAI3(n=120) 57.5 (69/120) 90.0 (108/120)°
TAI4(n=120) 57.5(69/120)* 91.6(111/120)°
NS5(n=180) 71.6 (129/180)

Different letters in the same rows or column are significantly different, P < 0.0001

Gaievski FR, Lamb GC, Weiss RR, Bertol MAF, Segui MS, Abreu ACMR, Kozicki LE. Gonadotropin
releasing hormone (GnRH) and equine chorionic gonadotropin (ECG) improve the pregnancy rate on protocols
for timed-artificial insemination in beef cattle. Vet. e Zootec. 2015 set.; 22(3): 471-480.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 476

The use of P4 intravaginal devices together with eCG or GnRH has been tested in B.
Indicus (14, 21-27) and in B. taurus (28-33), with no consistent results. Overall, Brazilian
data of TAI in beef cattle has shown a pregnancy rate of 49.6% (14).

Animals in groups TAIL, TAI2, TAI3, and TAI4 had pregnancy rates of 48.0%, 53.8%,
57.6%, and 58.3%, respectively (Table 1) (P = 0.55). Although there were no significant
differences among the four groups (P > 0.05), TAI4 (eCG + GnRH) yielded a greater
pregnancy rate (10.0% more) than TAI1l. A 10% increase in pregnancy rate with the use of
eCG and GnRH, in the same protocol, compared with the use of neither eCG nor GnRH is
economically attractive.

Pregnancy rates for TAI vary and there is no consistent pattern among researchers.
According to Ereno et al. (10) and S& Filho et al. (26), the use of eCG or GnRH in TAI
programs did not improve pregnancy rate in beef cows. Other studies, however, showed an
increase (22,23,32,34). In our study, TAI using eCG or GnRH yielded pregnancy rates of
53.8%-57.6%, very close to those of Ereno et al. (10) (54.7%) and de Sa Filho et al. (7)
(55.7%). Other authors state that eCG or GnRH administration with a progesterone-based
protocol has advantages regarding ovulation and pregnancy rates (22,34).

Certain aspects have not been sufficiently clarified, such as timing of eCG or GnRH
administration. Peres et al. (22) employed eCG 48 h, and Sa Filho et al. (24) 54 h and 32 h,
after removal of P4, with no significant differences in results. Other variables, such as the
administration of eCG earlier after P4 removal (22), anestrus cows (7), BCS (30,32), breed,
diameter of the largest follicle (25), pre-synchronization (31), temporary weaning (10), and
parity (30), should be considered for better results in TAI. In the present study, the TAI3 and
TAI4 groups were treated with eCG on the day of P4 removal, and GnRH was injected in the
TAI2 and TAI4 groups at 32 h after P4 removal following Al, and there were no differences
in the pregnancy rate among the three groups.

Considering pregnancy rates after TAI followed by use of “clean-up” bulls (natural
service) (Table 1), the difference between TAIL1 and TAI4 (84.0% versus 91.6%) was less
than when TAI was applied alone. However, when comparing pregnancy rates of any treated
cows (TAI + 45 days NS) with those of cows that remained under the regime of natural
service for 90 days, differences in favor of the TAI groups were strongly accentuated (P <
0.0001). This corroborates the results of Baruselli et al. (15), who reported the beneficial
effects of TAI protocols with exposure of animals to P4 on induction of ovarian activity and
synchronization of estrus in beef cows with TAI followed by natural service (35). In addition,
no significant interaction was observed between GnRH and eCG for multiparous cows (P =
0.55), as well as for nulliparous animals (P = 0.15).

Regarding heifers submitted to TAIL, TAI2, TAI3, and TAI4, there was no significant
difference among groups (Table 2). Further, there were no significant differences in
pregnancy rate between groups treated with TAI + natural service and the group treated with
natural service alone (NS5). This could lead to the misguided view that there is no benefit of
TAI protocols in heifers. However, from a practical standpoint, the heifers submitted to TAI
probably will calved earlier in the next breeding season. Azeredo et al. (35) reported that
82.0% of heifers submitted to TAI calved in the first 40 days of the next breeding season. As
a result, heifers have increased postpartum rest in the next breeding season, parturitions can
be timed according to nutritional availability, and herd health and management as well as
marketing are improved. Time artificial insemination can also facilitate the use of breeds that
would not be viable for natural service because of poor adaptability. Heifers submitted to TAI
reached at least 53.3% pregnancy, and the products of these animals may have higher value
because they are derived from genetically superior animals. The adoption of TAI in heifers is
justified by a significantly superior pregnancy rate in the next breeding season (35).
Analyzing the cow and heifer groups together yielded no difference between the protocols for
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TAIl (Table 3), but there was a difference among the treated groups and the NS alone
indicating that exposure of animals to previous P4 can result in improved pregnancy rate.

CONCLUSIONS

In conclusion, protocols for TAI using GnRH or eCG alone or together improve significantly
the pregnancy rate in beef cattle females, when subjected to previous progesterone treatment
in the reproductive season.
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com os seguintes itens:
1. Pagina de rosto, com:

« Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times New Roman, tamanho
12, com espagamento simples, em negrito e centralizado, em letra maiGscula. Quando necessario,
indicar a entidade financiadora da pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

« Nomes completos dos autores, em que somente a primeira letra de cada nome deve ser
maiuscula, do lado direito da pagina. Digita-los, separados um por linha, com chamadas de rodapé
numeradas e em sobrescrito, que indicar&o o cargo e o endereco profissional dos autores, seguidos da
instituicdo onde o trabalho foi desenvolvido ou as quais estdo vinculados;

« Nome, endereco, telefone, fax e correio eletrdnico, para correspondéncia;

« Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacdo, encaminhar o
parecer da Comisséo de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho, antes das referéncias, a data de
aprovacao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

. Tanto o resumo, como o abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no
respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com informacdes referentes a
introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo
Unico e espacamento simples, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen, devem ser traducao
fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

. Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave que identifiquem
0 conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

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

Material e Métodos: Deve oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de forma clara e
concisa, como varidveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos utilizados, inclusive 0s
estatisticos.

Resultados: Apresentacdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem interpretagdes e
comparagOes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha & parte, no méximo de cinco, ordenadas
em algarismos arébicos e encabegadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentagéo tabular da
ABNT/WBR 6023/2000 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como
Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de graficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha a parte, onde deve constar o titulo do artigo. Fotografias podem ser em preto e
branco ou coloridas, identificadas com o(s) nome(s) do(s) autor(es) no verso. No caso de desenhos
originais, a impressdo deve ser em papel adequado, de qualidade.

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

Deverdo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicdo de textos, Excel
(qualquer versdo) para gréficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos arabicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numeragao nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. N&ao serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no endereco eletrbnico da revista. Para as demais seces da
revista sdo validas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizagao.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos de revisdo bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa, inglesa e
espanhola, quando o autor apresentar contribuicdo cientifica, relevante na area especifica do assunto
abordado, a convite dos editores.

Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract
com keywords e resumen com palabras claves, introducao, desenvolvimento do assunto, consideracoes
finais e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO

Nao devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em portugués, em
inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com keywords, resumen com palabras claves e
referéncias. Devem conter no maximo cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS

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

REFERENCIAS E CITACOES

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

Citagdes

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

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

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobilizacdo

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.
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Paulo e sua relacdo com o0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizagao como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vigosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salde para o controle da
artrite-encefalite caprina. Sao Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo de livro
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5 Artigos apresentados em congressos, reunides, seminarios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gonc¢alves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Producdo Animal,
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6 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do masculo semitendinoso para reparo do
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7 Publicagdes disponiveis na Internet
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JOURNAL OF VETERINARY MEDICINE AND ANIMAL SCIENCE

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

The Journal of Veterinary Medicine and Animal Science, from School of Veterinary
Medicine and Animal Science - UNESP, Botucatu, publishes original scientific and review papers,
case reports and short communications related to Veterinary Medicine and Animal Science with
semestral periodicity. The journal is open to national and/or foreign contributions (in English or
Spanish) under the author’s full responsibility.

Publication is conditioned to preliminary evaluation by the president of the editorial board,
that analyses the merit and formal aspects of the work, according to the category of submitted paper
and established editorial rules. If adequate, the article is subjected to review by two experts in the
field. Opinion of reviewers are kept undisclosed. There are no possibility of identification of authors
and reviewers. The articles not accepted will be returned to the authors.

Manuscripts must be submitted at the journal website http://www.fmvz.unesp.br/rvz.

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria e Zootecnia”

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

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

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

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

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

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

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

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective
language and should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods,
results and conclusions. Text must be justified and in a single paragraph, simple spacing, beginning
with the “RESUMO”. Independent of the paper language, the abstract must be submitted in English,
Portuguese and Spanish.

o Must include a maximum of five “palavras-chave”, keywords, and palabras claves that
identify the text content.

3. The structure of the paper must include:

Introduction: Clearly state the objective of the study with brief overview of the investigated problem
and literature review.
Material and Methods: Provide a concise description of the experimental methods, variables,
population in study, equipment, as well as the statistics, in sufficient detail to allow other researches to
reproduce the results.
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Results: The results should be described without interpretation and comparisons. The results may
include tables, which should come in a separate sheet (maximum of 5 tables) and numbered
consecutively in Arabic numerals, with the title on the top, according to the rules of table presentation
by ABNT/WBR 6023/2000 from Associacao Brasileira de Normas Técnicas, and identified in the text
as Table; figures, in case of graphs, photographs, drawings, maps, etc, numbered consecutively in
Arabic numerals (maximum of six), cited in the text as Figure. Photographs may be black and white
or color, identified with the author’s name in the back. Original drawings must be printed in high
quality paper.
Discussion: Should be the interpretation of the results, relative to other relevant studies, presented in
the introduction. If convenient, the results and discussion may be presented together.
Conclusions: The final synthesis, based on the results and discussion.
References: Should be presented according to Vancouver rules (http//:www.icmje.org/), and arranged
in alphabetical order, by author’s last name (examples in the end of the instructions).

Manuscripts should be edited in Microsoft Word for Windows, for text, Excel (any version)
for graphs, JPEG or GIF format (images) for photographs, drawings and maps, A4 format paper (21,0
X 29,7 cm), double spaced, leaving at least 2,5 cm margins, (lateral, top and botton of page), Times
New Roman font, size 12 and numbered in Arabic numerals, beginning in the identification page. The
authors will have to present numeration in the lines, restarting the counting to each new page.
lHustrations and legends must be presented on separate sheets.

Reprints will not be offered. The articles will be available in PDF format at the journal
website. The same rules apply for all the other sections of the journal. The manuscripts should not
exceed 15 pages. Unusual abbreviations should be used only after first time citation.

REVIEW ARTICLES

The review articles will be published in Portuguese, English or Spanish, if it provides
scientific contribution that is relevant in the area, when invited by the editors. The review articles must
include: Title (Portuguese, English and Spanish), resumo with palavras-chave, abstract with key words
and resumen with palabras-claves, introduction, subject overview, conclusion e references. Must
contain a maximum of 20 pages and 60 references.

CASE REPORTS

Should not be prepared with the same structure as the articles. The case reports must present
the title in Portuguese, English and Spanish, resumo with palavras-chave, abstract with keywords and
resumen with palabras claves and references. Must contain a maximum of five pages, three tables or
figures and 15 references.

SHORT COMMUNICATIONS

These are reports with new and relevant data of original studies, as preliminary results of a
research. Must be presented with a maximum of five pages, one table and ten references. The structure
should follow the same rules for case reports.

REFERENCES AND CITATIONS

References should be numbered consecutively in order inwitch they are first mentioned in the text,
tables, and legends by Arabic numbers in parentheses in same sequence. The titles of journals should
be abbreviated according to the style List of Journals Indexed in Index Medicus available from:
http://www.nlm.nih.gov.

Examples:

Citations

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

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

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do umero sem imobilizacéo
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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).
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List the first seix authors followed by et al.
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