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EDITORIAL
ENFRENTANDO A CRISE!

Paira no ar a sensacdo de desanimo geral e falta de motivagéo das pessoas. Na
Universidade, ndo poderia ser diferente pois muitas mudancas tém refletido
negativamente, contribuindo para a falta de perspectivas futuras, influenciando inclusive
na busca de recursos para o desenvolvimento de pesquisas ja que 0s cortes sdo cada dia
maiores. Apesar da atual situacdo brasileira que também é reflexo de uma crise mundial,
temos que ser otimistas, e acreditar no nosso papel enquanto educadores e
pesquisadores na busca de solugdes para driblar o inimigo.

Essa falta de motivacdo pode, também, ser reflexo da falta de valorizacdo dos
recursos humanos das instituicdes, sejam elas publicas ou privadas, de ensino ou néo.
H& cortes de funcionarios nas empresas, ndo reposicdo em numero desejavel de
docentes e servidores técnico-administrativos nas Universidades e, nesse clima, é
preciso acreditar e esperar por dias melhores, afinal nos cobram que devemos ser
positivos. Assim, caminhamos e, entre outras atividades e fun¢des, disponibilizamos o
presente nimero de mais uma edi¢do da Revista Veterinaria e Zootecnia, que de forma
abrangente contribui com a formacdo continuada em nosso pais, publicando artigos nas
diferentes areas das formacdes profissionais de Médico Veterinario e de Zootecnista.

O presente numero da Revista Veterindria e Zootecnia traz artigos interessantes
inéditos, contribuindo com o desenvolvimento cientifico em diferentes areas do
conhecimento. Como artigos de revisdo: Qualidade do leite: uma meta a ser atingida;
Instabilidade atlantoaxial em cdes: fisiopatologia, abordagens clinico-cirargicas e
prognostico; Urolitiase obstrutiva em ovinos; Pressdo arterial em cdes: uma revisdo. Os
relatos de caso: Pneumonia por Rhodococcus equi em potra Quarto de Milha:
diagndstico radiografico e ultrassonografico; Gastropatia pilérica hipertrofica cronica
secundaria a gastrite linfoplasmocitaria em cdo — Relato de caso; Um caso de
hermafroditismo verdadeiro em um cdo. Comunicacdo curta: Avaliacdo técnica de
material publicitario de produtos veterinarios como atividade didatica complementar a
alunos de graduacdao em Medicina Veterinaria. Os artigos originais: Comparacdo de trés
testes de tuberculina usados para o diagndstico de tuberculose em bdfalos de agua na
ilha de Marajo; Infeccbes por parasitos gastrintestinais em cées domiciliados e suas
implicacdes na transmissdo zoondtica; Sincronizacdo de receptoras no diestro para
utilizacdo em programa de tranferéncia de embribes em equinos; Levedura integra e
autolisada como pronutriente em dietas de tilapia do Nilo durante a fase de
masculinizacdo; Estudo soroepidemioldgico prospectivo da leishmaniose visceral
americana canina no municipio de Botucatu, SP; Imuno-expressdo de COX-2,
CASPASES3, KI67 e survivina em tumor venéreo transmissivel canino; Sensibilidade
microbiana de Staphylococcus spp isolados de leite de cabras com mastite subclinica;
Anélise da microbiota gastrointestinal de Chelonoidis provenientes de cativeiro da
regido noroeste de S&o Paulo.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. Enfrentando a Crise ! Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2):150.
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QUALIDADE DO LEITE: UMA META A SER ATINGIDA

Jodo Luis Revolta Callefe!
Helio Langoni?

RESUMO

O leite é imprescindivel na alimentacdo humana, considerado um alimento completo
pelo seu alto teor de nutrientes, e justamente por isso, € meio de proliferacdo de micro-
organismos deteriorantes e patogénicos, que podem alterar a qualidade do leite e de
produtos lacteos, diminuindo seu tempo de prateleira. Além disso, pode causar no
consumidor, intoxicacdo alimentar pela veiculacdo de patdgenos ou de suas toxinas.
Esta abordagem traz aspectos fundamentais visando melhorar a qualidade do leite e de
seus derivados, desde a ordenha até o armazenamento, transporte e processamento.
Alguns avancos foram conquistados, entretanto, hd um longo caminho a ser percorrido
no sentido de atingirmos as metas estabelecidas pelas portarias (IN-51 e IN-62) do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento — MAPA.

Palavras-chave: qualidade do leite, testes de qualidade do leite, mastite, produtos
lacteos.

MILK QUALITY: A GOAL TO BE CONQUERED
ABSTRACT

Milk is essential for human feeding. It is considered nutritionally complete because it
contains high levels of nutrients, but, at the same time, it is a way of proliferation of
pathogenic and deteriorating microorganisms, which can change the quality of milk and
dairy products, reducing their shelf life. Moreover, it can damage people’s health by
carrying pathogens or toxins. This article brings fundamental aspects to improve the
milk quality and its derivatives, from milking to storage, transportation and processing.
Some progress has been achieved, however, there is a long way to go towards achieving
the goals set by the ordinances (IN-51 and IN-62) from the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply - MAPA.

Keywords: milk quality testing of milk quality, mastitis, dairy products.
LECHE DE CALIDAD: UNA META A ALCANZAR
RESUMEN

La leche es esencial para la nutricion humana se considera un alimento completo por su
alto contenido de nutrientes, y con razén, que es una especie de proliferacion de
deterioro y microorganismos patdgenos, que pueden alterar la calidad de la leche y los
productos lacteos, la reduccion de su estante. Ademas, se puede hacer que el
consumidor, al servir patdgenos intoxicacion alimentaria o sus toxinas. Este enfoque
trae aspectos clave para mejorar la calidad de la leche y sus derivados, a partir de
ordefio para el almacenamiento, el transporte y el procesamiento. Se han logrado

! Graduando do curso de Medicina Veterinaria da FMVZ — UNESP/Botucatu - SP
2 professor Titular;: FMVZ — UNESP/Botucatu — SP — Correspondéncia

Callefe JLR, Langoni H. Qualidade do leite: uma meta a ser atingida. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2):
151-162.
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algunos avances, sin embargo, hay un largo camino por recorrer para alcanzar los
objetivos fijados por las ordenanzas (IN-51 e IN-62) del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Abastecimiento - MAPA.

Palabras clave: calidad de la leche, pruebas de calidad de la leche, mastitis, productos
lacteos.

INTRODUCAO

O mercado consumidor tem exigido produtos de origem animal de melhor
qualidade e em relacdo ao leite e seus derivados, tal fato é também uma realidade. O
leite € um alimento imprescindivel e para todas as faixas etarias é considerado um
alimento completo, contendo proteinas, vitaminas e sais minerais indispensaveis para o
desenvolvimento e manutencdo do organismo humano. Apesar de sua importancia do
ponto de vista nutricional, o leite pela sua composi¢cdo € um excelente meio de cultivo
para o desenvolvimento de micro-organismos. Desta forma os aspectos higiénicos sao
importantes no processo de ordenha, garantindo a ordenha de um produto de melhor
qualidade. A limpeza e higienizacao de tetos e dos equipamentos de ordenha, além de
reduzir a carga microbiana, permitem a profilaxia e controle de mastites, tanto as de
origem contagiosa como ambiental.

As mastites impactam negativamente a cadeia produtiva do leite, por diminuirem
a producdo de leite e o rendimento dos derivados lacteos na industria de laticinios, além
de diminuirem o tempo de prateleira destes. Medidas profilaticas de higiene sdo muito
importantes para controle das mastites. Varias medidas praticadas conjuntamente devem
ser estabelecidas buscando-se a obtencdo de produto de melhor qualidade, além de
aumentar a produtividade do rebanho (1).

O Programa de Controle de Qualidade do Leite estabeleceu metas por meio das
Instrucbes Normativas 51 (IN-51), que foram alteradas pela IN-62 de 2011, que prevé
novos valores para a Contagem de Células Somaticas (CCS) e para Contagem
Bacteriana Total (CBT) expressa por unidades formadoras de col6nia (UFC), ambos por
mL de leite. Estes dois parametros séo avaliados por equipamentos automatizados, nos
laboratorios da Rede Brasileira de Qualidade do Leite — RBLQ, distribuidos em varios
estados do pais. Os limites estabelecidos tanto para UFC/mL como CCS/mL de leite
estdo definidos de acordo com as regides Sul e Sudeste; Centro-oeste, Norte e Nordeste.
Para as regides Sul e Sudeste, os valores para CCS/mL e UFC/mL de leite séo de 500
mil e 300 mil, respectivamente, desde julho de 2014. Estes valores serdo reduzidos
ainda mais a partir de julho de 2016, para 400 mil CCS/mL e 100 mil UFC/mL.

Algumas industrias de laticinios tém estimulado produtores de leite para uma
producdo de melhor qualidade pelo pagamento conferido ao aumento dos atributos do
produto. Esta pratica € de suma importancia, pois premia aqueles que adotam e
investem em programas de controle, que ndo somente permite melhor qualidade, mas
também aumentam a produtividade com ganhos para o produtor e também para a
industria de laticinios, uma vez que a reducdo da carga microbiana do leite aumenta o
rendimento dos subprodutos lacteos, além de estender o tempo do produto na prateleira.
Outro aspecto fundamental é a diminuicdo dos riscos de transmissdo de patdgenos
causadores de intoxicagdes e toxinfecgdes nos consumidores, principalmente nos casos
de consumo de leite ndo pasteurizado ou fervido.
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REVISAO DE LITERATURA

Hé& grande preocupacdo com a importancia de uma dieta balanceada e que ofereca
todos 0s substratos necessarios para manutencdo do organismo humano. Alguns
alimentos, como o leite, desenvolvem um papel importantissimo na nutricdo por conter
inimeros nutrientes que realizam essa fungdo, como as gorduras que contém acidos
graxos essenciais para absorcdo de vitaminas lipossoluveis; a lactose, que funciona
como facilitador na absorcdo de minerais; todos os tipos de vitaminas, que
desempenham papel de catalisadores de reacOes; sais minerais, principalmente nas
formas de célcio e fosforo, atuando como componentes de reacGes metabdlicas e
constituicdo de 0ssos e tecidos, bem como proteinas, que sdo de extrema necessidade
para manutencao e crescimento do organismo, sendo 0 seu mais nobre componente (2).
Costa (3) referiu que a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) recomenda o consumo de
500 mililitros diarios a um adulto, e nas fases de adolescéncia e terceira idade, cerca de
um litro, entretanto o consumo no Brasil estd bem aquem desse valor, que em 2004 foi
de aproximadamente 125 litros per capta, e em 2012 de 168 quilogramas/habitante/ano
(4,5,6).

No ambito do agronegdcio, o leite se destaca como um dos principais produtos. O
Brasil se encontra entre um dos maiores produtores de leite do mundo e segundo dados
de 2014, da Associacdo Brasileira de Criadores de Girolando (7), podera se tornar o
terceiro maior produtor mundial, mas atualmente € o sexto maior produtor (8). Dados
mais antigos divulgados pelo IBGE, ja caracterizavam essa posicdo de importancia, pois
0 gado leiteiro representava 76% do valor da renda gerada pela pecuéria brasileira, em
2008, referido por Siqueira (9). Ainda, segundo o IBGE, em 2012 o Brasil chegou a
produzir 32,2 bilhdes de litros de leite bovino. Houve um aumento na exportacdo de
leite em poO e liquido de respectivamente 113,8% e 106,4%, quando comparado ao
ultimo trimestre de 2013 (10). Para que houvesse um crescimento cada vez maior com
sustentabilidade, competitividade e produtividade, o governo lancou pelo Ministério da
Agricultura em fevereiro de 2014, o plano “Plano Mais Pecuaria”, com duracdo de dez
anos. O foco do programa ¢ a pecudria bovina, dividida em “Mais Carne” e “Mais
Leite”, com objetivo de aumentar em 40% a producado leiteira pela incorporacdo de
novas tecnologias, melhoramento genético, ampliando mercado e garantindo maior
seguranca e qualidade dos produtos lacteos (6,11).

N&o somente a producdo leiteira vem evoluindo, mas também a qualidade do leite
estd sendo desenvolvida para atender um mercado consumidor mais informado e
exigente. Além da exigéncia de mercado estar maior, é fundamentalmente necessario
oferecer um produto saudavel, porque um leite de qualidade duvidosa pode perecer
rapidamente e causar transtornos a saude do consumidor, veiculando até mesmo,
patdgenos letais. O leite e seus derivados sdo 6timos meios para proliferacdo de micro-
organismos, que quando desejaveis permitem a producdo de queijos e iogurtes, por
exemplo. Todavia, pode ocorrer a presenca dos patdogenos zoonoticos e deteriorantes,
por isso é importante a verificagdo desde o modo de ordenha, até processamento e
estocagem do lacteo (12,13). Para enfatizar, podemos citar como exemplo do perigo que
isso pode provocar, um surto de botulismo que ocorreu na Italia em 1996, causado pela
intoxicacdo alimentar ao se consumir queijo Mascarpone contendo a toxina do
Clostridium botulinum (14).

Aspectos da qualidade
A qualidade do leite inicia-se com a ordenha dos animais, independente do tipo de
ordenha — manual ou mecanica. A higiene dos tetos, com limpeza, lavagem e secagem
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com toalhas de papel descartdvel e a utilizagdo de produtos antissépticos visando
diminuir a carga bacteriana € de extrema importancia, por diminuir a contagem
bacteriana presente no leite oferecido para consumo. Da mesma forma a higienizacao
das teteiras e demais equipamentos de ordenha sdo extremamente importantes nédo
somente na reducdo da carga microbiana do leite, mas também para controle de mastites
que contribuem para aumentar a contagem bacteriana do leite (CBT), de acordo com
Langoni (1).

As mastites impactam negativamente a producdo leiteira quer seja pela
diminuigdo de produgdo dos rebanhos (15) ou por diminuir o rendimento dos
subprodutos lacteos na inddstria de laticinios, e por diminuir o periodo de validade do
produto para o mercado consumidor (16). Além destes aspectos negativos referentes a
cadeia produtiva do leite, enfatiza-se os aspectos de salde publica pela possivel
veiculacdo de agentes causadores de zoonoses como Mycobacterium bovis e Brucella
abortus (17,18,19) entre outros patdgenos como Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase negativos (20), produtores de enterotoxinas.

Apesar de ser considerado um alimento nobre e imprescindivel para todas as fases
da vida, pode oferecer riscos ao consumidor, principalmente quando o leite é produzido
sem nenhum controle do ponto de vista higiénico-sanitario e vendido no comércio
informal sem controle de qualidade, aliando-se ainda aos habitos de grande nimero de
consumidores que o ingerem sem a devida fervura, que afirmam ser de maior qualidade
e mais saboroso (21).

Como paréametros de qualidade do leite, relacionados aos aspectos higiénico-
sanitarios, tem-se a Contagem de Células Somaticas (CCS/mL de leite) e Contagem
Bacteriana Total (CBT, em Unidades Formadoras de Colénias — UFC/mL de leite), e
sua composicdo. Isso pode se resumir a inocuidade, caracteristicas composicionais,
nutricionais, sensoriais e tecnoldgicas, que influenciam no rendimento e tempo de
validade de derivados do leite, pois é a partir disso que é permitida a disponibilizacdo
no mercado, aos consumidores (22,23,24).

O leite tipo A, é o produto obtido pela extracdo por ordenha mecanica, resfriado,
pasteurizado e embalado na propria fazenda de producdo, o que assegura baixa
proliferacdo de micro-organismos, e dispensa transporte até a chegada ao laticinio.
Antigamente, também havia a classificacdo do leite B, ordenhado mecanicamente e
resfriado na fazenda ou em tanques coletivos, porém ndo era pasteurizado e embalado
em sua origem, e sim transportados em tanque refrigerado até o laticinio. Ambos
requerem uma sala propria para ordenha de facil higienizacdo (azulejada). Havia ainda o
leite tipo C, extraido na ordenha manual, de menor qualidade do ponto de vista
higiénico. Atualmente o maior consumo é do leite “Longa Vida” ou UHT (Ultra High
Tempareture) que é esterilizado, ndo contendo nenhum micro-organismo (25). Este tipo
de leite é bem aceito pelo mercado consumidor.

A preméncia de manter a qualidade de um produto alimenticio é intrinseca. Por
isso, a instauracdo de normas que regularizem a producdo de produtos lacteos é
imprescindivel. O Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) por
meio do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL), em
setembro de 2002, publicou a Instrucdo Normativa 51, para regularizar e melhorar a
qualidade do leite, exigindo dos produtores maior atencdo para isso (26). A normativa
implementada em 2005 visou & diminuicdo da CCS/mL de leite, auséncia de residuos
quimicos no leite e queda na CBT/mL de leite, resfriamento do leite nas propriedades
leiteiras a 4°C em até duas horas ap6s a ordenha, ndo permitindo que a temperatura
ultrapassasse 0s 10°C na mistura do leite de outras ordenhas ou propriedades, no caso de
tanques coletivos (3,13). Como néo foram atingidos os limites estabelecidos tanto para
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CCS como para CBT pela maioria dos produtores, e evitando deixar de fora um nimero
muito grande deles, a IN-51 foi revista.

Em dezembro de 2011 foi criada a IN-62 que objetiva melhorar ainda mais a
qualidade do leite, com a regulamentacdo da producéo, identificacdo, qualidade, coleta e
transporte do leite tipo A, leite cru refrigerado e leite pasteurizado, alterando o
cronograma que rege os parametros de qualidade (27). A tabela 1 apresenta uma
comparacgdo dos valores estabelecidos, e as modificagOes entre as IN 51 e IN 62, de
acordo com o Servi¢co Nacional de Aprendizagem Rural — SENAR (28), relacionadas ao
namero de UFC/mL e CCS/mL, de leite cru refrigerado.

Tabela 1: Valores de CCS E UFC/mL de leite, por periodo e regido.

IN-51 Regido Periodo UFC/mL CCs/MI
Sul, Sudeste, A partir de 01/07/05 1.000.000 1.000.000
Centro-oeste A partir de 01/07/08 750.000 750.000

A partir de 01/07/11 100.000 400.000
Norte e Nordeste A partir de 01/07/07 1.000.000 1.000.000

A partir de 01/07/10 750.000 750.000

A partir de 01/07/12 100.000 400.000

IN - 62
Sul, Sudeste, 01/01/12 a 30/06/14 600.000 600.000
Centro-oeste 01/07/14 a 30/06/16 300.000 500.000

A partir de 01/07/16 100.000 400.000
Norte e Nordeste 01/01/13 a 30/06/15 600.000 600.000
01/07/15 a 30/06/17 300.000 500.000
A partir de 01/07/17 100.000 400.000

Na IN 62, em vigor, € suprimida a regulamentacéo e identificacdo técnica para o
antigo tipo de leite B e C, e sim em leite do tipo A, cru refrigerado e pasteurizado.
Segundo nota do Centro de Inteligéncia do Leite da Embrapa (29), o leite B ndo foi
extinto, apenas serd& melhorado com a diminui¢do do numero col6nias bacterianas,
segundo a tabela 1, e sua existéncia ira depender da cadeia produtiva. O leite A cru
refrigerado tem suas préprias especificacdes, e desde julho de 2014 até 30 de junho
2016, deve conter até 300 mil UFC/mL de leite e 500 mil CCS/mL de leite, devendo a
conter somente 100 mil UFC/mL de leite e 400 mil CCS/mL de leite, a partir de julho
de 2016 (28).

O leite é submetido ainda a tipos de andlises para avaliacdo de sua qualidade
fisico-quimica e sensorial, como sabor e odor, além da definicdo de pardmetros para sua
composicdo, contagem total de bactérias, niveis de redutase, pH, acidez titulavel,
estabilidade ao Alizarol, crioscopia, densidade relativa e de auséncia de residuos de
antimicrobianos, conservantes quimicos e pesticidas (30). A industria de laticinios tem
sido mais exigente, e no caso de desqualificagdo do produto deve haver aplicacdo de
penalidades com descarte do leite.

A composicao do leite € analisada quanto aos indices de gordura, proteina, lactose
e sélidos totais, por meio de aparelhos modernos baseados na absorcdo de radiagao
infravermelha, ou métodos mais tradicionais para mensurar a concentracdo de gordura
(método de Gerber) ou proteina (Kjeldahl e Micro-Kjeldahl), por meio de substancias
quimicas que destituem seus componentes (30). Estes procedimentos sdo importantes
para se oferecer para o consumidor produtos lacteos de melhor qualidade.

O teste da redutase € um método de avaliacéo, revelado em horas, e se relaciona
com a quantidade de bactérias presentes no leite fresco, pela mistura de um indicador
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como o azul de metileno, que apds incubacdo a 37°C, o reagente é consumido caso haja
crescimento bacteriano, e quanto menor esse tempo maior a quantidade de bactérias.
Deve-se levar em conta, que micro-organismos psicotroficos e termoduricos sdo menos
redutores, podendo estimar um falso resultado, dependendo de quais micro-organismos
estdo presentes na amostra. Além disso, a presenca de residuos de antimicrobianos
também pode alterar esse valor (30).

O pH do leite fresco € ligeiramente acido, em média de 6,6 a 25°C. Os métodos de
verificacdo do pH do leite sdo bastante trabalhosos e ndo sdo aplicados rotineiramente
na industria de laticinios, porém é possivel identificar por este teste se ha presenca de
inflamacéo de glandulas mamarias, ou seja, de mastites, situacdo em que o leite se torna
alcalino, pois com a inflamacgdo ha aumento de permeabilidade vascular com passagem
de ions, principalmente cloro, que eleva o seu pH (30, 31).

Outro tipo de teste usado para avaliar a qualidade do leite, é de estabilidade ao
Alizarol, indicador de acidez e estabilidade térmica. E de rapida realizagdo, misturando
uma solugdo alcoodlica contendo Alizarina (um indicador de pH) e observando se héa ou
ndo coagulacdo, devido ao crescimento bacteriano. Entretanto, este teste pode ndo ser
muito confiavel devido a sua estabilidade para transformacéo em produtos condensados
ou evaporados, além do que segundo a Embrapa, frequentemente sdo encontrados leites,
que mesmo de boa qualidade, sdo positivos na prova do Alizarol, por conta de uma
mudanca no balanco de sais como Célcio e Magnésio, por exemplo (30).

O leite € mais denso que a dgua (em média 1,032 g/mL) por conter substancias
dissolvidas e isso resulta em um ponto de congelamento inferior (abaixo de 0°C), que
segundo a IN 62 em vigor, pode ir de -0,512 a -0,531°C. O teste de crioscopia tem como
objetivo analisar estes indices de determinada amostra de leite, para garantir que néo
esteja adulterado e respeite os indices minimos dos seus componentes (27).

A acidez titulavel é um parametro usado para aferir o pH das amostras baseado na
producdo de &cido latico pelas bactérias (0,14-0,18g de acido a cada 100mL de leite).
Este teste € medido em graus Dornic, determinados por faixas de variacdo de pH e
quanto maior o grau Dornic, maior acidez presente. Também usado como guia para
controle de manufatura de produtos lacteos, como o queijo. O leite fresco dentro dos
padrdes de normalidade, com pH entre 6,6-6,8 apresenta graduacéo de 15-18°D (30).

A densidade relativa do leite é medida por um aparelho denominado
termolactodensimetro, que quantifica a relacdo entre o peso e volume do leite a 15°C, e
pode variar de acordo com a densidade de gordura (desnatado, semi-desnatado e
integral), pois quanto menor a quantidade de gordura no leite, maior a densidade
relativa. Pode ser instrumento para verificar adulteracbes com adicdo de agua gerando
menor densidade, que se torna expressivo quando adicionado um teor acima de 5 a 10%.
Para o leite integral a densidade relativa permitida pela legislacédo brasileira é de 1,028 a
1,034 g/MI (27,30).

A principal fonte de residuos de antimicrobianos no leite sdo os tratamentos para a
mastite, que em grande maioria, sdo oriundas do manejo inadequado desses farmacos,
além da ampla utilizagdo desses antimicrobianos para o tratamento de outros processos
infecciosos no rebanho bovino leiteiro. Para isso, é preciso o controle deste tipo de
medicamento em bovinos leiteiros, prevenindo-se os residuos de antimicrobianos no
leite. Foram desenvolvidos testes quantitativos e qualitativos, que com o passar dos
anos se tornaram mais especificos e tecnoldgicos, que detectam residuos de pB-
lactamicos, sulfonamidas, gentamicina, tilosina, entre outros, bastante utilizados pela
indUstria de laticinios (32). Tamanha a importancia da detec¢do de residuos, que foi
criado pela ANVISA o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVET) para monitoramento e
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controle de residuos em alimentos, conforme determina o inciso Il do Paragrafo 1° do
Art. 8° da Lei n. 9.782 de 26 de janeiro de 1999 (33), ja que a presenca de residuos de
medicamentos podem causar problemas de salde para quem consome esse leite, além
da possivel selecdo de cepas de bactérias resistentes, assunto de grande relevancia para a
salde publica (13).

Outros dois testes de extrema importancia para producao de um leite de qualidade,
sdo os testes de Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Bactéria Total
(CBT). A CCS pode ser realizada pelos métodos de contagem microscopica em laminas
(34) ou por meio de aparelhos eletronicos, como 0 SOMACOUNT-300 (Bentley®). A
indicacdo de demasiada concentracdo de células somaticas no leite é reflexo de baixa
qualidade, principalmente por instauragdo de quadros de mastite ou outras doengas
infecciosas no gado leiteiro. A CBT tem como finalidade contar o nimero total de
micro-organismos aerdbicos, dando um resultado em determinada quantidade de
bactérias ou unidades formadoras de colbnias, permitindo avaliar desde a higiene na
ordenha até estocagem do leite (30). As variagdes permitidas para estes testes estdo
discriminados na IN 62, de acordo com a tabela 1.

Uma das causas que mais compromete a producao e qualidade do leite é a mastite,
considerada de alta prevaléncia nos rebanhos (17,35,36). A mastite pode ser classificada
como ambiental ou contagiosa, dependendo do micro-organismo envolvido,
apresentando manifestacao clinica ou subclinica. A mastite clinica € caracterizada por
resposta inflamatoria mais severa que a subclinica, com alteracdes das caracteristicas do
leite, com o aparecimento de grumos de pus e sangue, verificados no teste da caneca de
fundo preto, ao se examinar os primeiros jatos de leite. Em determinados casos, pode
causar inclusive alteracGes sisttmicas na vaca, que em um quadro agudo da mastite
infecciosa, causada por S. aureus caracteriza hipertermia, Ubere quente e edemaciado,
anorexia e claudicacdo. Em casos mais graves pode ocorrer até mesmo a gangrena e
secagem da glandula. (37,38,39). A subclinica é diagnosticada por testes como o
California Mastitis Test (CMT), que estima a quantidade de células somaticas no leite
ordenhado (40). Esse quadro de mastite € caracterizado pela auséncia de alteracdes
macroscopicas no leite, apresentando somente mudancas microbioldgicas e quimicas
(41). Por meio de um modelo epidemiol6gico fundamentado no momento de infeccéo, €
possivel classificar a mastite em mastite de ordenha (adquirida na ordenha) e mastite de
ambiente (adquirida entre ordenhas) (42). Por isso, é possivel afirmar o qudo importante
€ 0 manejo e os cuidados durante a ordenha para se evitar a ocorréncia de mastites.
Além disso, Philpot & Nickerson (43) afirmam que para cada caso de mastite clinica,
existem cerca de 15 a 40 casos subclinicos.

Costa et al. (15) destacam que a mastite pode refletir negativamente na producgéo
leiteira por gerar queda na producdo, descarte de leite, gastos com medicamentos e
servicos veterinarios, aumento de méo de obra, queda no valor do animal, gasto na
reposicdo do plantel, entre outros, que resultam em prejuizo para o produtor. E
importante a adocdo de praticas para evitar a mastite nos rebanhos por meio de manejo
profilatico, desde a capacitacdo e treinamento de funcionarios e ordenhadores, para
maior sanitizacdo do ambiente de ordenha, limpeza rigorosa de tetos, equipamentos de
ordenha e tanques de resfriamento com produtos adequados, controle de temperatura,
uberes sempre limpos e secos com antissepsia a cada ordenha no pré e pos-dipping
(1,3,44). Além disso, & preciso investir em testes diagnosticos para deteccdo e
tratamento dos animais evitando-se 0 contagio de outros. No caso de uma mastite
clinica o tratamento é realizado no momento de identificacdo do quadro, e da subclinica
na dependéncia do patdgeno envolvido, o resultado do tratamento é mais eficiente
guando realizado na secagem.
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Algumas industrias de laticinios no Brasil utilizam programas de pagamento do
leite conforme analise de sua qualidade, monitorando CSS, CBT e composicao (45,46).
Isso se deve a grande preocupa¢do com a qualidade de produtos lacteos que as empresas
querem oferecer ao consumidor. Esta pratica é importante como estimulo aos produtores
que utilizam programas de controle visando a obtencgéo de leite de melhor qualidade. Se
por um lado esta se premiando o produtor por qualidade, devemos pensar também no
estimulo aqueles que de fato sdo os maiores responsaveis pela qualidade do leite, que
sdo os ordenhadores e todas as pessoas envolvidas com o processo de ordenha. A
valorizagdo dos recursos humanos de uma propriedade rural deve ser pensada, pois no
processo produtivo sdo eles que contribuem ndo somente para a qualidade, mas também
por aumentar a produtividade. Desta forma, com melhor qualidade do leite, h& ganhos
para os produtores e principalmente para os consumidores, que estardo adquirindo leite
e produtos lacteos de melhor qualidade.

CONSIDERACOES FINAIS

Varios aspectos devem ser considerados para aumentar a producéo leiteira, com
produtos lacteos de melhor qualidade. Educacdo sanitaria visando a obtencéo higiénica
do leite bem como o controle de mastites, trazem reflexos positivos diminuindo as taxas
de CCS e de CBT do leite, parametros importantes do Programa de Qualidade do Leite
do MAPA, entre outros pardmetros avaliados. Deve-se estimular o pagamento aos
produtores pela qualidade do produto entregue as industrias de laticinios e da mesma
forma deve-se valorizar os recursos humanos nas propriedades rurais, especialmente os
envolvidos com o processo de ordenha, que devem ser pessoas treinadas e estimuladas,
para se elevar a autoestima, uma vez que elas sdo as responsaveis pela prevencao e
controle de mastites, que resulta em aumento na producdo e melhor qualidade do leite
produzido.
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RESUMO

A instabilidade da articulacdo atlantoaxial é uma afeccdo comum entre cdes de raca de
pequeno porte, e os sinais clinicos desenvolvem-se com menos de dois anos de idade,
geralmente sdo progressivos e 0 paciente apresenta hiperestesia cervical, ataxia
proprioceptiva, e em casos severos paraplegia. A instabilidade pode gerar subluxacdo dorsal
do axis em relacdo ao atlas, levando a uma lesdo medular em diferentes niveis. AlteracGes
congénitas, como auséncia ou hipoplasia do processo odontéide e ligamentos, ou traumaticas,
como fraturas do processo odontdide e ruptura dos ligamentos estdo envolvidas na
fisiopatologia da afeccdo. O diagndstico pode ser realizado com auxilio de radiografias lateral
e ventrodorsal com a regido craniocervical em posicdo neutra. O tratamento clinico é a
escolha priméaria e faz-se o uso de colar cervical por trés meses, confinamento e
corticosteroides. Excecao a este tratamento sdo pacientes com apresentacdo clinica severa ou
refratarios ao tratamento conservativo, nestes casos indica-se a cirurgia para estabilizac&o por
meio de abordagens ventrais ou dorsais. Observou-se que as técnicas cirurgicas ventrais
apresentam maiores indices de sucesso e menores recorréncias de recidivas, contudo, as
estabilizacdes cirdrgicas continuam a ser um desafio pela elevada taxa de complicacfes e
Obitos transoperatorios.

Palavras-chave: subluxagdo atlantoaxial, mielopatia cervical, fisiopatogenia, c&o.

ATLANTOAXIAL INSTABILITY IN DOGS: PATHOPHYSIOLOGY, CLINICAL-
SURGICAL APPROACHES AND PROGNOSIS

ABSTRACT

The instability of the atlantoaxial joint is a common condition among dogs small breed, and
clinical signs are developed under two years of age, are usually progressive and the patient
presents cervical hyperesthesia, ataxia proprioceptive, and in severe cases tetraplegia. The
instability can generate subluxation dorsal of axis in relation to the atlas, leading to spinal
cord injury at different levels. Congenital abnormalities, such as absence or hypoplasia of the
odontoid process and ligaments, or traumatic, such as fractures of the odontoid process and
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rupture of ligaments are involved in the pathophysiology of the disease. The diagnosis can be
performed with the aid of lateral X-rays with the DV region craniocervical in neutral position.
Clinical treatment is the primary choice and makes the use of cervical collar for three months
confinement and corticosteroids. Exception to this treatment are patients with severe clinical
presentation or refractory to conservative treatment in these cases is indicated surgery to
stabilize through the ventral or dorsal approaches. It was observed that the ventral surgical
techniques have higher success rates and lower recurrence of relapse, however, surgical
stabilization remains a challenge due to high rate of intraoperative complications and death.

Keywords: atlantoaxial subluxation, cervical myelopathy, pathophysiology, dog.

INESTABILIDAD ATLANTOAXIAL EN PERROS: FISIQPATOLOGI'A, ENFOQUES
CLINICO-QUIRURGICOS Y PRONOSTICO

RESUMEN

La inestabilidad de la articulacion atlantoaxial es una condicion comdn entre los perros de
raza pequefia, y los signos clinicos se desarrollan bajo dos afios de edad, son por lo general
progresiva y el paciente hiperestesia cervical, ataxia propioceptiva, y en casos Severos
tetraplejia. La inestabilidad puede generar eje dorsal subluxacion en relacion con el atlas, lo
que lleva a una lesion de la médula espinal en los diferentes niveles. Anomalias congénitas,
tales como ausencia o hipoplasia de la apofisis odontoides y ligamentos, o traumatica, tales
como fracturas de la apofisis odontoides y la rotura de los ligamentos estan implicados en la
fisiopatologia de la enfermedad. El diagnostico se puede realizar con la ayuda de los rayos X
en la regidn lateral VD craneocervical en posicion de punto muerto. El tratamiento clinico es
la eleccion primaria y hace que el uso del collarin cervical durante tres meses de
confinamiento y corticosteroides. Excepcion a este tratamiento son los pacientes con
presentacion clinica grave o refractario al tratamiento conservador en estos casos la cirugia
estd indicada para estabilizar a través de los enfoques ventral o dorsal. Se observd que las
técnicas quirargicas ventrales tienen mayores tasas de éxito y menor recurrencia de recaidas,
sin embargo, la estabilizacién quirargica sigue siendo un desafio debido a la alta tasa de
complicaciones intraoperatorias y muertes.

Palabras clave: atlas y subluxacion, mielopatia cervical, fisiopatologia, perro.
INTRODUCAO

A subluxacdo atlantoaxial é referida como uma instabilidade da articulacdo entre a
primeira e a segunda vértebra cervical e conduz ao deslocamento dorsal do axis em relagéo ao
atlas podendo ocasionar lesbes traumaticas da medula espinhal tais como a concussao e
compressdo (1,2). E mais comum entre cies de raca de pequeno porte como o Poodle toy e
miniatura, Yorkshire Terrier, Chihuahua, Pequinés e o Lulu da Pomerania (2-4). Esta
condicdo é secundaria as anormalidades congénitas e de desenvolvimento do atlas e axis
(6sseo ou ligamentar) ou injdria traumatica da articulagdo, ou uma combinacdo de ambos
(1,5).

Os cées afetados geralmente desenvolvem sinais clinicos nos primeiros dois anos de
vida, em 52% a 70% dos pacientes, sendo 0 inicio com menos de um ano de idade. Ndo ha
predilecdo pelo sexo (2).

Lesdes agudas ou crdnicas na medula espinhal cervical sdo as principais consequéncias
da instabilidade atlantoaxial em cdes (4,6). Os sinais clinicos associados variam com a
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gravidade da injuria medular, desde dor cervical a tetraplegia, e em compressdes medulares
graves o paciente pode vir a 6bito devido a parada respiratéria (3,4,7).

O tratamento cirargico bem como métodos conservativos tem sido descritos em
literatura. Tratamentos ndo cirdrgicos sdo indicados em casos agudos e para pacientes com
dor cervical e alteracBes neuroldgicas minimas. Indica-se a estabilizagdo com colar cervical,
administracdo de agentes antiinflamatorios e analgésicos e confinamento em canil com espaco
limitado (8,9). Pacientes ndo responsivos ou com piora do quadro neuroldgico ao tratamento
conservativo, assim como pacientes com déficits neuroldgicos severos sdo candidatos a
estabilizacdo cirurgica (10).

As técnicas cirlrgicas para estabilizacdo sdo divididas em abordagens dorsais ou
ventrais. Procedimentos para estabilizacdo dorsal dependem principalmente da formacdo de
fibrose apds a estabilizacdo com sutura protética, fios ortopédicos, ligamento nucal ou
afastadores especialmente concebidos (1, 4, 8,11-14). As varias técnicas de fixacdo ventral
envolvem a colocagdo de parafuso com efeito auto compressivo (lag) ou pinos
transarticulares, utilizacdo de pino ou parafusos com ou sem cimento dsseo e fixacdo com
placas (7,10,14-19). Além disso, a estabilizacdo ventral permite a remo¢do do processo
odontdide e a incorporacdo de um enxerto 0sseo esponjoso entre as facetas articulares a fim
de maximizar a geracgdo da artrodese atlantoaxial (6, 10,16,19).

O prognoéstico para animais com subluxacdo atlantoaxial varia dependendo da
cronicidade e da gravidade da lesdo medular (5). De modo geral, em longo prazo, o resultado
é de bom a excelente para os animais tratados clinicamente que apresentem dor ou déficits
neuroldgicos leves a moderados e sinais clinicos com menos de 30 dias de progresséo (20).

Devido a importancia da instabilidade atlantoaxial em cées, o presente trabalho teve por
objetivos discorrer sobre a fisiopatologia, os diversos tipos de tratamentos clinico-cirdrgicos a
fim de se obter os melhores resultados e prognostico para cada apresentacdo clinica desta
afeccdo.

Anatomia Cirurgica da Articulacao Atlantoaxial

De acordo com Seim Il (21) ha peculiaridades anatémicas do atlas e axis com
importancia cirdrgica no tratamento da instabilidade atlantoaxial. O atlas apresenta o arco
dorsal (Iamina) fino, auséncia de processo espinhoso e corpo vertebral, tendo apenas uma fina
fovea ventral. Portanto, esses locais sdo frageis e pouco recomendados para inser¢do de
implantes isoladamente para estabilizacéo.

O ponto de referéncia cirdrgica ventral constitui dos processos transversos do atlas, e
dorsalmente o processo espinhoso do axis. O axis apresenta corpo vertebral cranial fino, com
pouca forca para insercdo de implantes, entretanto em sua porcéo caudal possui bom aporte
0sseo. Os processos articulares atlantoaxial representam boa base estrutural para insercdo de
implantes ventrais e €, também, usado para avaliar a reducéo anatdmica (21).

O atlas apresenta os forames transversos que sd0 pequenos canais passando
obliqguamente dentro do processo transverso, e o forame vertebral lateral que atravessa a
porc¢éo craniodorsal do arco vertebral. A fossa atlantal representa depressdes ventrais nas asas
onde a veia e artéria vertebral passam. A veia se estende dentro do forame transverso
caudalmente e se anastomosa com a veia jugular interna na fossa condilar ventral
rostralmente. Uma ramificacdo venosa percorre dorsalmente dentro do dente, cranial na asa,
formando o plexo venoso vertebral externo. A artéria vertebral entra no canal vertebral dentro
do forame vertebral lateral, apds primeiro ter corrido dentro do forame transverso do atlas
(22).
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Fisiopatogenia da Subluxacao Atlantoaxial

A subluxacdo atlantoaxial foi primeiramente relatada em cées no ano de 1967 (23).
Desde esta época, deformidade severa de origem congénita e de desenvolvimento da
articulacdo atlantoaxial tem sido documentada como causa de instabilidade da coluna
vertebral, predispondo a subluxacdo atlantoaxial, particularmente em cées jovens de racas
pequenas (22).

Esta afecgdo € resultante de anormalidades dsseas e ligamentares entre o atlas e o axis
(22). Na instabilidade atlantoaxial as alteracGes mais frequentemente presentes estdo
associadas com o processo odontdide como agenesia ou hipoplasia, angulacdo dorsal e
fratura, avulsdo ou ndo unido do processo odontdide com o axis (2, 5, 9,24). A instabilidade
articular atlantoaxial pode ocasionar uma concussdo e compressdo da medula espinhal
cervical, resultantes do deslocamento do dente do axis (subluxacao) para o interior do canal
vertebral (22). Isto resultard em edema e inflamacéo da medula espinhal o qual pode estender-
se cranialmente para o tronco cerebral (5).

A patogénese das malformacdes do desenvolvimento permanece incerta (1). O atlas de
um cédo adulto se desenvolve a partir de trés elementos 6sseos, e 0 axis de sete (5,9,22). O
processo odontdide € derivado do centro de ossificacdo do axis referido como “centro 1”.
Muitos cdes também apresentam um centro de ossificacdo pequeno chamado de centro do
proatlas que forma um pequeno apéndice ao processo odontoide. Este fusiona com o centro de
ossificagdo do “centro 1” com trés a quatro meses de idade (5, 25). Um centro do proatlas ndo
unido pode ser erroneamente interpretado ao exame radiografico como fratura do dente (5).

A ossificacdo € primeiramente vista no “centro 1” com trés semanas de idade (9,25). Se
0 “centro 1” falhar no desenvolvimento, a porgéo cranial inteira do corpo do axis que articula
com o atlas ficara ausente, ndo apenas o processo odontoide (25).

N&o esta claro se a auséncia do processo odontdide é sempre devido a uma auséncia
congénita de um centro de ossificacdo ou se pode ser devido a uma necrose isquémica em
algumas racas de cdes (5). De acordo com Vitte & Braund (1) e DeLahunta & Glass (25), é
mais provavel que o processo odontdide, que estd presente ao nascimento, sofra uma
degeneracédo progressiva relacionada a isquemia vascular podendo levar a reabsorc¢do de pelo
menos parte deste no periodo pds-nascimento e resultar em displasia do processo odontoide e
posterior subluxacéo atlantoaxial (1,25). A patogénese da doenca pode estar relacionada ao
desenvolvimento prematuro de horménios sexuais em cdes de racas toy e miniatura (25).

A aparéncia e o tempo de fusdo destes elementos em ambos 0s 0ssos varia mesmo
dentro de ninhadas. A fusdo de todas as placas de crescimento do axis progride de 30 a 396
dias ap06s o nascimento (22).

A articulacdo atlantoaxial se movimenta até o limite de flexdo quando a cabeca é
forcada ventralmente, forcas adicionais promovem estresse da articulacdo (9). Isto podera
resultar em estiramento ou ruptura dos ligamentos atlantoaxial dorsal, alares, transverso ou
apical, ou fratura do dente, processo espinhoso ou da porcao rostral do corpo do axis, ou a
combinacdo de ambos, e com isso ocasionar subluxagdo atlantoaxial devido & instabilidade
articular (9).

Uma forca consideravel é requerida para propiciar esta injuria em cdes normais,
entretanto, cdes com anomalias congénitas graves ou do desenvolvimento sdo predispostos a
estas alteracGes apenas por um trauma minimo, causando falhas no mecanismo de suporte da
articulacdo atlantoaxial (9,22,24).

Na maioria dos cdes com subluxacdo atlantoaxial, o processo odontoide estara ausente
ou hipoplasico em 46%, mal formado em 30% e normal em 24% dos casos (24). Em cées com
processo odontoide normal ou com uma ma formacédo, a anomalia do ligamento transverso do
atlas pode produzir uma subluxacdo da articulagdo. Este se agrava quando O processo
odontoide tende a sobressair dentro do canal medular (24). O grau de deslocamento e impacto
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neural depende do grau de flacidez da articulagcdo atlantoaxial e pode ser mais grave se 0S
dentes estiverem intactos (2).

A subluxacdo atlantoaxial também pode ocorrer em cées em associagdo com ma
formagéo occipitoatlantoaxial (1). Podem estar presentes deformidades congénitas da coluna
cervical superior que se caracteriza pela auséncia dos condilos occipitais com a fusdo do atlas
com o occipital e/ou hipoplasia do atlas, axis e dente. As articulagOes atlantooccipital e
atlantoaxial sdo consideradas como um complexo Unico em ambos os fundamentos
anatdmicos e biomecénicos. Fusdo da articulacdo atlantooccipital pode exacerbar a
instabilidade da articulacdo atlantoaxial e dificultar o tratamento cirdrgico (1). As duas
primeiras vértebras cervicais também podem estar anormais em seu formato e tamanho (2).

Fraturas do corpo do axis levam a um desprendimento do processo odontdide em
direcdo ao atlas, entretanto comumente causa menos trauma medular do que na presenca de
ruptura dos ligamentos atlantoaxial (9).

Sinais Clinicos

A subluxacdo atlantoaxial é causa frequente de mielopatia cervical em 53 a 77% dos
caes das racas toy (5,8,24). Cées de ragas pequenas incluindo Yorshire Terrier, Chihuahua,
Poodle miniatura e Pequines sdo mais comumente afetados por anormalidades congénitas e de
desenvolvimento que predispde a subluxacao atlantoaxial devido a instabilidade (22). Embora
rara esta afeccdo foi descrita, em cdes de grande porte, incluindo o Rottweiler, Doberman
Pinscher, Pastor Alemao e Poodle gigante (2, 26).

A instabilidade ndo estd, obrigatoriamente, associada com sinais clinicos (9). A
severidade do mesmo dependera do grau de injuria por concussdo e compressao a medula
espinhal ap6s uma subluxacéo (22).

Ao exame neuroldgico, o paciente apresentara alteracdes compativeis com mielopatia
do segmento medular cervical C1-C5, com hiperreflexia nos membros pélvicos e torécicos,
presenca de reflexo cutaneo do tronco, auséncia de alteragcdes de nervos cranianos, exceto em
lesbes concomitantes da medula oblonga e ainda presenca, porém rara, de Sindrome de
Horner (1,2,5,22).

A disfuncdo ambulatéria estd presente na maioria dos casos e, de acordo com o grau de
lesdo medular, apresenta-se desde ataxia proprioceptiva (observada em 56% dos casos) a
tetraplegia (em aproximadamente 10% dos casos) (2,24,26). Dor cervical esta presente em 30
a 60% dos caes com alteragdes congénitas (9,22,24).

Os sinais clinicos possuem progressdo variada, podendo ter inicio agudo ou crénico, e
evolucdo intermitente ou progressiva (5). As alteracGes neuroldgicas medulares podem ser
assimétricas, e comumente 0s sinais clinicos apresentam-se piores nos membros pélvicos
(22).

Sinais clinicos graves podem estar presentes em alguns cdes mesmo na auséncia notavel
de compressdo medular; nestes casos, 0 uso da ressondncia magnetica pode sugerir
anormalidades do parénquima medular, incluindo hemorragia (27). O edema e hemorragia
podem ser devido a trauma grave na medula espinhal cervical que se estendem para a medula
oblonga caudal resultando em déficits de nervos cranianos (1). Anormalidades da postura
como rigidez do pescoco, podem ser vista em cdes devido a uma seringohidromielia
concomitante (22).

Na instabilidade atlantoaxial os sinais clinicos séo exacerbados apés flexdo do pescoco,
pois o0 processo odontdide comprime cada vez mais a medula espinhal. Em casos graves sinais
clinicos de lesdo da medula oblonga caudal, como hipoventilagéo e sinais vestibulares estdo
presentes, e paralisia respiratéria e morte stbita pode ocorrer posteriormente (2,5).

Os sinais neuroldgicos podem ser inespecificos quando a instabilidade atlantoaxial se
apresentar associada as anomalias encefalicas e, nestes casos, devem ser avaliados com
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cuidado a fim de diagndstico. Estudos relatam hidrocefalia em cdes com subluxagédo
atlantoaxial, o que pode culminar com sinais relacionados ao cortex cerebral. A hidrocefalia
também pode acompanhar a seringohidromielia. Outra possivel explicacdo para os sinais de
cortex cerebral em cdes com subluxagdo atlantoaxial € a encefalopatia hepatica que se
apresenta em cdes de raca toy, e foi relatada em 2 de 6 cées que se submeteram a cirurgia para
correcédo de subluxacéo atlantoaxial (24).

Sinais neuroldgicos compativeis com alteracéo cortical, tais como incoordenacgédo junto
com déficits vestibulares, também sdo associados com a compressdo da artéria basilar causada
pelo processo odontoide, 0 que restringe o fluxo sanguineo nessas regides. Os sinais tendem a
se resolver apds o tratamento clinico-cirdrgico (24).

Diagnostico

O diagnostico da subluxacdo atlantoaxial é baseado no histdrico, sinais clinicos e
neuroldgicos, alem dos exames de imagem (9). Podem ser encontradas apresentacdes clinicas
de origem traumatica, congénita ou ambas. A forma traumética pode ocorrer em cées
independentemente da raca, idade ou porte. Entretanto, a forma congénita, quase que
exclusivamente, afeta cées de ragas toy, com menos de 1 ano de idade, mas pode apresentar-se
ao longo da vida (9). Os cdes apresentam histérico de trauma em muitos casos, mas a
magnitude do mesmo é muito menor na forma congénita e relacionadas a atividades
cotidianas, como pular da cadeira (9).

Os sinais clinicos sdo variados de acordo com o tipo de lesdo, mas ao exame
neuroldgico, a localizacdo da lesdo sempre ird evidenciar alteracdo no segmento medular C1-
C5. Né&o se deve flexionar o pesco¢o de um paciente com suspeita de subluxacéo atlantoaxial,
pois 0s sinais neuroldgicos podem se agravar (24).

Radiografias cervicais laterais bem posicionadas frequentemente fornecem um
diagnostico definitivo de subluxacdo atlantoaxial (9). Estas evidenciam fratura ou um
deslocamento anormal dorsal e cranial do axis em relagdo ao atlas com aumento da distancia
entre 0 processo espinhoso do axis e o arco dorsal do atlas e anormalidades do dente
(2,5,9,24). O atlas também pode estar anormalmente curto. Se a instabilidade ndo for evidente
com 0 pesco¢co em posicdo neutra, este pode ser ligeiramente flexionado, de preferéncia
utilizando-se da fluoroscopia para minimizar o grau de flexdo necesséria para identificar
instabilidade (2, 5, 9,24).

A projecao lateral é a mais util, mas as anormalidades do dente s&o melhores observadas
nas projecdes ventrodorsais e obliquas, pois 0 processo transverso do atlas ndo sobrepde ao
processo odontodide (2, 5, 9,24).

Nos pacientes com fratura traumatica do processo odontdide, um deslocamento
craniodorsal do axis sugestivo de subluxacéo atlantoaxial pode estar evidente nas radiografias,
entretanto, a linha de fratura pode n&o ser tdo facilmente visibilizada na projecao lateral (8).

Em alguns casos, as radiografias ndo evidenciam alteracdo atlantoaxial e, quando
tomados isoladamente, ndo demonstram o grau de compressdo neural (2,8). Imagens
adicionais sao recomendadas em cdes suspeitos de instabilidade atlantoaxial para avaliar o
grau de compressdo da medula espinhal e determinar se outros disturbios da jungéo
craniocervical e encefalica estdo presentes (2).

A mielografia ndo é um exame indicado para diagnostico, apesar de avaliar o grau de
compressdo da medula espinhal, pois ndo permite a avaliacdo do parénquima e tem o risco
relacionado a deterioracdo neuroldgica, convulsdes e parada respiratoria pos-exame (2,24).
Adicionalmente, ndo se deve realizar pungdo na cisterna magna para coleta do liquido
cefalorraquidiano (LCR) ou para realizagdo da mielografia. Se estritamente necessario,
realizar a puncdo lombar, pois devido alteracfes anatdmicas presentes nesta afeccdo ha um
risco elevado de lesdo a medula oblonga (24). A coleta do LCR é recomendada nos casos em
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que o diagnostico ndo é evidente nas imagens, especialmente em cédes de ragas tipicamente
propensos a doenca inflamatdria do sistema nervoso central (5).

Embora se disponha de técnicas muito mais simples como radiografias para avaliar a
instabilidade atlantoaxial, técnicas adicionais de diagndstico por imagem contribuem
sobremaneira para uma avaliacdo pre-operatoria efetiva (24). A tomografia computadorizada
(TC) proporciona uma imagem excelente das partes dsseas que auxilia no planejamento da
intervencdo cirurgica. Se anomalias congénitas maltiplas e doencas concomitantes como
doenca do disco intervertebral estiverem presentes, a TC serd util para excluir ou confirmar
outros diagndsticos diferenciais (5). Este exame também revela estruturas anormais do
processo odontoide, observadas em mais de 70% dos cées (24).

A auséncia desses potenciais efeitos colaterais e melhor avaliacdo de estruturas neurais
fornecida com a ressonancia magnética (RM) torna esta uma modalidade de imagem ideal
para cdes com instabilidade atlantoaxial associados com sinais clinicos de doenca encefalica
(2,5,24). A RM pode ser utilizada para avaliar as vértebras e identificar compressdo da
medula espinhal (27). Esta também revela a extensdo da lesdo do parénguima medular e
encefélico (5). Além disso, a RM é til para excluir a presenca de doengas concomitantes com
sinais clinicos para uma mesma regido, e para identificar doencas subjacentes
(seringohidromielia) que podem influenciar no progndstico da mielopatia em longo prazo
(5,24). Hemorragia medular intraaxial secundaria a subluxacéo atlantoaxial foi diagnosticada
em um c&o através do exame de RM (27).

Diagnostico diferencial

Diagnosticos diferenciais para cdes de ragas pequenas que apresentam sinais de lesdo
cervical incluem diversas afeccbes. As mais provaveis estdo relacionadas as doencas
inflamatérias e infecciosas do sistema nervoso central como meningoencefalites,
meningomielites e meningoencefalomielites (5,22,24). A doenca do disco intervertebral
cervicalé mais comum em cées de idade avancada e rara em cdes com menos de 2 anos de
idade. A discoespondilite e fraturas cervicais podem estar presentes em qualquer idade (5,24).
Outras anomalias cranio-espinhais (por exemplo, siringohidromielia, sindrome de Chiari,
sobreposicdo atlantooccipital, malformacdo occipitoatlantoaxial, compressdo dorsal
craniocervical) e neoplasias da coluna cervical ou cerebrais podem estar presentes (5,24). O
diagnostico de instabilidade na articulacdo atlantoaxial deve ser considerado um achado
clinicamente relevante e tratado rapidamente (5).

Tratamento

A instabilidade traumatica ou congénita pode ser tratada tanto de modo conservativo
como cirurgico (2, 5, 9,24). Ambos os tratamento possuem resultados favoraveis (8).

Tratamento Conservativo

O tratamento conservativo é recomendado para cdes com déficits neuroldgicos leves,
sinais clinicos com inicio agudo, cdes com imaturidade vertebral, e aqueles para os quais as
restricOes financeiras ndo incluem a cirurgia como uma opc¢éo (2). O objetivo do tratamento
conservativo € imobilizar a articulacdo atlantoaxial gerando uma fusao por meio de fibrose ou
formacéo de calo 6sseo nos casos associados com fratura. Este processo € resultado da rigidez
da articulagdo enquanto as estruturas ligamentares cicatrizam (2,8,22). Segundo Cerda-
Gonzalez & Dewey (2), a taxa de sucesso do tratamento conservativo varia de 50% a 63%.

O tratamento consiste em confinamento em canil por seis a doze semanas, utilizacéo de
analgésicos (cloridrato de tramadol 3 mg/kg TID), antiinflamatérios (meloxicam 0,1 mg/kg

Zani CC, Marinho PVT, Minto BW, Lima TB, Moraes PC, Laus JL. Instabilidade atlantoaxial em cées:
fisiopatologia, abordagens clinico-cirrgicas e progndstico. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 163-182.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 170

SID) e colar cervical rigido (2,5,22,24). O movimento da cabeca e do pescoco é restringido
por um colar cervical confeccionado com materiais para tala com um suporte rigido (9). A
bandagem deve ser realizada com a coluna rigida e estendida, e delimitada entre o limite
caudal & mandibula até os ombros e regido do processo xifoide (8,20). Caso a bandagem néo
esteja 0 mais cranial possivel do pescoco, um estresse pode ser gerado na articulacdo
atlantoaxial. Se a bandagem for realizada muito caudal, sem um suporte adequado na porcao
cranial, ocorrera reducdo no movimento da porcdo media e caudal da coluna cervical gerando
um aumento do movimento de estresse na regido atlantoaxial, o qual ndo é desejado (8).

Poderad haver complicagbes com bandagens muito apertadas na regido cervical alta, a
maioria com potencial de compresséo das vias aéreas, ou dano venoso, e desenvolvimento de
edema de face, especialmente no espaco intermandibular (8). Outras complica¢Bes associadas
a tala sdo Ulcera de cornea, migracdo da tala, dermatite, Glcera de decubito, hipertermia,
anorexia, otite externa, acumulo de restos de alimentos entre a tala e a mandibula (22).

O corticoide é empregado apenas no trauma medular agudo, dentro das primeiras 8
horas ap0s o trauma, mas seu uso ainda é controverso apesar de extensa pesquisa clinica (28).
Os mecanismos propostos para o uso de corticosteroides incluem efeitos anti-radicais livres,
antiinflamatérios e melhora no fluxo de sangue regional, apenas no uso de succinato sodico de
metilprednisolona (SSMP). A principal propriedade neuroprotetora do SSMP parece ser seu
efeito anti-radidicais livres. Outros corticosteroides (por exemplo, prednisona e
dexametasona) ndo possuem essa propriedade e é improvavel que tenham qualquer efeito
benéfico no tratamento (28). Nenhum estudo demonstrou efeito benéfico dos corticoides na
melhora da funcdo motora. Dado o potencial para efeitos secundarios adversos, tais como a
ulceracdo gastrointestinal, imunossupressao e comprometimento da perfusdo renal em
pacientes com hipovolemia, a administracdo rotineira de corticosterdides (incluindo SSMP)
ndo é recomendada (28).

Como o tratamento conservativo se baseia em resultado em longo prazo, o0s
proprietarios devem ser alertados em proteger seus caes de trauma, indefinitivamente (9).

Devido a este tipo de tratamento ndo permitir a fusdo articular direta e nem o
realinhamento das vértebras cervicais, pode ocorrer um aumento continuo ou recorrente de
lesbes as estruturas neurais (2). Animais com menos de seis meses de idade indica-se a
terapia conservadora, se possivel, para permitir uma completa mineralizacdo dos 0ssos e
fechamento das fises vertebrais, antes de se tentar a estabilizacdo cirurgica (5).

Havig et al. (20) avaliaram os resultados a longo prazo no tratamento conservativo em
19 cées com subluxagéo atlantoaxial utilizando colar cervical. Neste estudo, observou-se que
cdes apresentando duracdo média de sinais clinicos menor ou igual ha 30 dias antes do inicio
do tratamento conservativo foram significativamente mais propensos a ter um bom resultado a
longo prazo em comparacdo com os cdes afetados com mais de 30 dias. Adicionalmente, o
grau neuroldgico na admissdo, o aspecto radiografico do processo odontéide, bem como a
idade de inicio dos sinais clinicos ndo foram correlacionados com sucesso nos resultados
clinicos (20).

Tratamento Cirurgico

O tratamento cirdrgico € indicado para cdes que apresentam sinais neuroldgicos
crénicos progressivos, agudos graves ou irresponsivos ao tratamento conservativo, mas com
maturidade vertebral (2,9,24). Entretanto, Platt & Da Costa (22) recomendam o tratamento
cirdrgico para todos os cdes com subluxacdo atlantoaxial a fim de gerar fusdo permanente e
reducdo das chances de recidiva.

Vérias opcles cirurgicas foram descritas objetivando a descompressdo medular e o
realinhamento e estabilizacdo vertebral (24). A descompressédo pode ser realizada pelo acesso
dorsal, através da hemilaminectomia do axis, ou ventral, pela remocao do processo odontdide.
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A descompressdo dorsal é raramente recomendada, pois compromete a estabilidade e o
sucesso das estabilizacfes dorsal. A descompressdo ventral também compromete a porcao
cranial do corpo do axis e deve ser evitada. Como a reducdo anatbmica com fixacao
apropriada resulta em descompressdo, as técnicas descompressivas diretas sdo raramente
utilizadas (9).

As técnicas cirurgicas de estabilizacdo da articulacdo atlantoaxial podem ser realizadas
pelo acesso ventral ou dorsal (24). A falta de suporte 0sseo e presenca de estruturas
importantes proximas as vértebras tornam a fixagdo dificultosa. Cuidado é essencial para o
posicionamento do implante para garantir um resultado satisfatorio (9).

Estabilizacao dorsal

O acesso dorsal permite reducdo da subluxacdo e fixacdo da lamina dorsal do axis ao
processo espinhoso de atlas. Os procedimentos cirdrgicos utilizados para fixacdo dorsal
incluem a utilizacdo de cerclagem, cerclagem e cimento 6sseo, material de sutura, por¢do do
ligamento nucal, retrator metalico e pinos (21,22).

Técnicas dorsais promovem descompressdo, reducdo e estabilizacdo da articulacédo
atlantoaxial. E preferivel para cies leves (peso inferior a 2 kg) que ndo permitem a utilizagio
de implantes metalicos ventrais pelo tamanho reduzido da vértebra ou, para cédes cuja fixacdo
ventral inicial falhou. Esta contra indicada quando ha um desvio dorsal do processo odontdide
comprimindo a medula espinhal (21,22).

A fixacdo depende da formacdo de tecido fibroso para uma boa imobilizacdo (22).
Geralmente, a fusdo 6ssea ndo € realizada, pois as técnicas dorsais utilizadas nédo resistem aos
movimentos em outras direcfes além da flexdo. Devido & mobilidade, pode ocorrer falha do
material de fixacao e possivel recorréncia dos sinais clinicos (22).

O procedimento dorsal apresenta taxa de insucesso de 39 a 46% (2). A principal
desvantagem € a incapacidade de realizar fusdo diretamente, 0 que poderia ocasionar maior
susceptibilidade de falha do implante, conduzindo a uma reluxacdo da articulagédo
atlantoaxial. Desvantagens adicionais incluem aumento do risco de trauma da medula
espinhal durante a colocagdo do implante, falha do implante por fratura do arco do atlas,
processo espinhoso ou realinhamento inadequado da articulacdo atlantoaxial (2).

Sutura dos tecidos moles com fio inabsorvivel

Os pacientes com instabilidade atlantoaxial sdo um desafio cirtrgico devido ao tamanho
restrito e tecido 6sseo fragil, podendo haver falha de implantes (21, 22, 29). Sanchez-Masian
et al. (29) descreveram uma técnica para a estabilizacdo dorsal utilizada em cdes com menos
de 2 kg.

O procedimento cirurgico baseia-se na incisdo da pele na linha média dorsal desde a
protuberancia do occipital a terceira vértebra cervical, ato continuo, os musculos
paraespinhais sdo separados atraves da utilizagdo de afastador autoestatico, mas sem a
exposicdo do processo espinhoso do axis. A origem do musculo obliquus capitis caudalis no
axis é transpassada por meio de fio de nylon e inserida no musculo obliquus capitis cranialis
no occipital do lado oposto. O procedimento deve ser repetido no lado contralateral do
processo dorsal do axis. A subluxacdo é reduzida cuidadosamente forcando o axis na direcéo
ventral e caudal. A estabilizacdo é completada quando o n6 de ambas as suturas sao serrados
préximo ao occipital. Duplas suturas devem ser colocadas bilateralmente para assegurar a
estabilizacdo. A musculatura paravertebral € aproximada por aposicdo simples e fechamento
do subcutaneo e pele realizado como de rotina (29). Todos os pacientes receberam colar
cervical por um periodo de duas a quatro semanas.
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Nesta técnica, o acesso é de facil execucdo e o local da insercdo das suturas nao
apresenta risco potencial de lesdo direta & medula espinhal. Entretanto, como a fusdo da
articulacdo atlantoaxial ndo é alcancada, falha no material da fixacéo pode ser associada com
subsequente subluxacdo (29). Um bom sucesso foi alcangcado com a técnica (12 em 15 caes),
entretanto dois casos necessitaram de uma segunda intervencéo cirurgica (29).

Cerclagem Atlantoaxial

O acesso dorsal deve ser realizado segundo técnica descrita por Sharp & Wheeler (24)
com exposicdo das margens craniais e caudais do arco do atlas e discreta abertura do canal
vertebral para passagem do implante. Duas perfuracfes sdo realizadas no processo espinhoso
do axis. A reducdo da luxacdo é realizada por meio de leve deslocamento do axis
ventralmente. Em seguida, um fio de cerclagem dobrado ao meio é passado abaixo do arco
dorsal do atlas caudocranialmente e retraido através do espaco atlanto-ocipital, retornando ao
axis. Esta manipulacdo pode gerar um trauma iatrogénico a medula espinhal pela manipulagédo
do implante. A dobra do fio de cerclagem é cortada obtendo duas pontas livres, e cada
extremidade é passada através da perfuracdo do axis, e fixadas aos pares. Modificacbes da
técnica podem ser realizadas utilizando fio ndo metalico e ndo absorvivel (8,22,24).

A colocacdo de cerclagem dorsal tem uma elevada proporcdo de fracassos, e muitas
vezes pode ser Util reforgca-la com cimento 6sseo (24). Complicagdes pds-operatérias como
colapso ou laceracéo dssea podem ocorrer, pois o arco dorsal do atlas e 0 processo espinhoso
do axis em cdes jovens de raga toy apresentam pouca forca e resisténcia (21). Adaptacdes da
técnica a fim de diminuir as complicacbes propbe a utilizacdo de fio ndo absorvivel
multifilamentar ou parte do ligamento nucal ao invés do fio de aco (8). E possivel que ocorra
reducdo inadequada da subluxacdo ou estabilizacdo impropria, especialmente se usada em
conjunto com técnicas descompressivas (21). Micromovimentos continuos na articulagdo
atlantoaxial podem gerar deiscéncia por estresse no fio e, adicionalmente, sua colocagédo
imprépria resultar em injaria medular. Pacientes podem vir a dbito por parada respiratoria
durante a flexdo da articulacdo atlantoaxial que é exigido no momento de passar o material de
sutura abaixo do arco dorsal do atlas (8).

Técnica do ligamento nucal

Esta técnica foi relatada por LeCourter et al. (12) para estabilizacdo da subluxacdo
atlantoaxial envolvendo o uso do ligamento nucal para fixar o processo espinhoso do axis
com o arco dorsal do atlas. Originalmente foi indicada para cdes com alteracdes congénitas,
entretanto também foi relatada para cées de raca grande que possuem subluxacdo traumatica
secundéria a fratura do axis (12).

O ligamento nucal é exposto desde sua origem no aspecto caudal do processo espinhoso
do axis até sua inser¢do no processo espinhoso da primeira vértebra toracica (T1). Apds este é
desinseridos caudalmente de T1 e seccionado longitudinalmente. Ambas as bordas livres sdo
trazidas cranialmente e passado atraves do espaco atlantooccipital e direcionado para o
aspecto ventral do arco do atlas, passando de cranial para caudal. As extremidades do
ligamento séo transpassadas através de uma perfuracdo criada com uma goiva no processo
espinhoso do axis e suturadas entre si (12,22).

O objetivo da cirurgia é eliminar todas as pressdes sobre a medula espinhal, para reduzir
a subluxacéo atlantoaxial e imobilizar a articulacdo atlantoaxial. A técnica de fixagdo com o
ligamento nucal foi originalmente descrita como uma técnica de fixagao para cées de raca toy.
Entretanto o didmetro do ligamento nucal em algumas ragas pequenas é de dificil manuseio.
Os autores obtiveram sucesso em trés dos quatro casos operados. Falhas foram observadas
devido a deiscéncia das suturas do ligamento nucal (12).
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Pino cruzado dorsal

A utilizacdo de pinos ou fio de Kirschner para estabilizacdo dorsal foi descrita
inicialmente por Jeffery (8) no tratamento da subluxacéo atlantoaxial em um Yorkshire terrier
com tetraplegia. O cdo teve recuperacgdo satisfatoria, entretanto, ndo ha pesquisas adicionais
com nimero maior de casos ou acompanhamento em longo prazo a fim de avaliar com
precisdo o valor desta técnica (8).

De acordo com Sharp & Wheeler (24) é uma técnica mais estavel do que a cerclagem
dorsal, ndo implica em risco de traumatismo a medula espinhal, sendo uma técnica de resgate
uatil para qualquer fracasso de fixacdo. Uma desvantagem é que a estabilizacdo depende do
processo espinhoso fragil do axis. Cuidados sdo exigidos durante a exposi¢cdo do processo
transverso do atlas para evitar a raiz do nervo da primeira vértebra cervical e a artéria
vertebral (22).

Apo6s o realinhamento da articulacdo, um fio de Kirschner de 1 mm é direcionado
ventrolateralmente entre cada lado do processo espinhoso do axis, encaixado e penetrado na
metade caudal da asa do atlas. A orientacdo correta do implante pode ser facilitada pela
perfuracdo 6ssea de pequeno didmetro e usando um passador de fios ou um instrumento como
guia de fio. Os fios sdo angulados e cortados até deixar 1 cm de excesso na superficie dorsal
do processo espinhoso do axis. Os pinos sdo entdo incorporados com cimento ¢sseo (22).

Banda de tensdo atlantoaxial de Kishigami

Embora a banda de tensdo atlantoaxial de Kishigami (BTAA Kishigami) tenha sido
primeiramente descrita em 1984 (13), apenas recentemente foi introduzida e disponivel
comercialmente (30). A BTAA Kishigami reduz o risco de lesdo a medula espinhal quando
comparada a outras técnicas dorsais, porque ela se fixa no espaco epidural sem transpassar
entre a medula espinhal e o arco dorsal do atlas (22).

Apos exposicdo do atlas e axis pelo acesso dorsal, duas pequenas perfuracdes sao
realizadas no processo espinhoso do axis. Uma cerclagem (0,6 a 0,8 mm) é passada na
perfuragdo caudal do axis e ambas as pontas sdo direcionadas na perfuragcdo proximal e
interseccionada entre elas. A fascia dorsal atlanto-occipital do arco do atlas é cuidadosamente
incisada em uma largura semelhante a por¢édo cranial do gancho da BTAA Kishigami, o qual
é inserido neste espaco (22,30).

O processo espinhoso do axis é empurrado com o objetivo de reduzir a luxacdo da
articulacdo atlantoaxial. A articulacdo esta reduzida quando o processo espinhoso do axis
repousa sobre o arco dorsal do atlas. As pontas dos fios sdo entdo retorcidas para fora através
dos ganchos na base da BTAA de Kishigami e sdo dobradas caudalmente. O alinhamento
vertebral e a posicdo sdo verificados neste ponto, e qualquer flexdo persistente é reduzida por
ajuste no comprimento do fio. O excesso das pontas dos fios é cortado e os ganchos da base
sdo pressionados para assegurar a reducao estavel (22,30).

Pujol et al. (30) demonstraram que a técnica é simples e segura. Em seu estudo, a
técnica foi associada a resultado bom a excelente em longo prazo em seis de oito cdes com
subluxacgdo atlantoaxial sendo que nenhum apresentava desvio dorsal do processo odontoide.
Esta técnica é indicada para cées de racas toy devido a maior quantidade 6ssea disponivel para
insercdo de implantes no acesso dorsal em comparagéo com as abordagens ventral (30).

As complicacbes pds-operatorias estdo relacionadas a ma insercdo do implante e dos
fios de cerclagem, gerando falhas de fixacgao (13).
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Estabilizacao ventral

As técnicas de estabilizacdo ventral sdo utilizadas com a finalidade de fusionar o atlas
com 0 axis ou para reparacdao de fraturas (9). Estas foram introduzidas devido as falhas
ocasionadas na fixacdo dorsal e por proporcionar estabilizacdo adequada (8).

A fixagdo ventral é preferivel a dorsal, pois permite a visualizacdo das articulagbes
atlantoaxial, do processo odontoide do axis e da medula espinhal (2). A capacidade de
estabilizacdo direta e utilizacdo de enxerto 6sseo permite estimular a fusdo por longo prazo
com menor risco de lesdo neural iatrogénica ou reluxacdo em caso de falha do implante (2).

Se a compressdo da medula espinhal for agravada, devido a uma fratura ou ndo unido do
processo odontdide do axis, uma odontoidectomia pode ser realizada através deste acesso
(2,22).

O osso mais substancial disponivel ventralmente permite a escolha de diversas técnicas
para fixacdo dos implantes (9). A fusdo da articulagdo atlantoaxial pode ser realizada
utilizando-se fixacdo transarticular (pinos ou parafusos efeito lag com ou sem utilizacdo de
cimento 6sseo) ou implantes multiplos (pinos, parafusos, placas e cimento 6sseo) com sucesso
(2,9,24).

Complicages potenciais associadas com a fixagdo ventral incluem trauma neuroldgico
iatrogénico, perfuracdo ou necrose focal da traqueia, pneumonia aspirativa, falha do implante
(migracao ou quebra), mucocele, paralisia da laringe e sindrome de Horner (2).

Em revisdo da literatura atual, foram identificados varios relatos, que em conjunto,
descrevem 83 cdes que foram tratados para instabilidade atlantoaxial com reducéo e fixacao
cirurgica ventral (4,6,10,17). Resultado positivo, definido como melhora dos sinais clinicos
sem recorréncia ou necessidade de revisédo cirdrgica, foi relatado em 72% dos caes (17).

O acesso cirargico a regido cervical ventral deve ser realizado de acordo com técnicas
descritas (8, 9, 21, 22,24). O aspecto ventral da articulacdo atlantoaxial é exposto pela
desinsercdo e divisdo dos masculos longus colli no atlas e a exposi¢do da articulacdo C1-C2
por capsulotomia (8,9).

Platt et al. (19) descreveram uma técnica simples e com sucesso para reducdo da
subluxacdo atlantoaxial de modo a reduzir possiveis lesdes iatrogénicas durante esse processo.
Inicia-se pela insercdo de parafuso dsseo cortical de 1,5mm na por¢do caudal do corpo de C2
e, se necessario, um parafuso adicional na porcdo cranial. Estes parafusos servirdo como
ponto de apoio para fios ortopédicos que serdo passados em torno da cabeca do parafuso. O
fio é tracionado em direcdo caudoventral elevando o corpo do axis ventralmente a fim de
manter o alinhamento vertebral apropriado enquanto o implante € inserido. Este método
possui a finalidade de proteger a medula espinhal de repetidas concussées (19).

Forterre et al. (31) descreveram um método de reducdo indireta baseada na distracdo
Ossea e muscular que permitiu facil redugdo atlantoaxial. Em cinco cées de raca miniatura
com subluxacdo atlantoaxial foi realizado distracdo e alinhamento das vértebras através da
utilizacdo de mini afastadores de Gelpi inseridos ao longo do plano sagital, entre a articulacéo
atlanto occipital e cranial a C3 (ap0és realizagdo de fenestragdo do espago C2-C3 e mini slot).
Neste estudo obteve sucesso em todos os casos, podendo ser uma técnica auxiliar na
exposicdo da regido atlantoaxial (31).

A cépsula articular pode ser incisada e a cartilagem articular escarificada de ambas as
superficies caudais das placas terminais. Isto estimula a fusdo articular, que é o objetivo
priméario a longo prazo da fixagdo, podendo este ser auxiliado pelo uso de enxerto 0sseo
esponjoso obtido do Umero proximal (2,22).

Outras técnicas descritas visam estabilizar o corpo vertebral do axis temporariamente
com um micro afastador de Halsted posicionado no meio da se¢éo lateral do corpo. Manter o
0sso estabilizado pela insercdo de um instrumento entre C1 e C2 no espago intervertebral é
outra opg&o, porém perigosa devido ao risco de trauma medular (22).
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De acordo com Jeffery (8) e Shires (9) a reducdo da subluxacdo pode ser obtida pelo
simples posicionamento do animal em decubito dorsal ou auxiliada por pingas O6sseas de
reducao.

Pinos ou Parafusos com efeito lag transarticular

Para a fixacdo de pinos transarticular entre o atlas e o axis, uma abordagem ventral deve
ser realizada, como de padréo, a fim de expor a regido articular. Dois pinos sdo necessarios
para alcancar a estabilizacdo desejada, sendo um pino em cada superficie articular (16). O
angulo ideal para insercdo dos pinos e o comprimento foi descrita por Revés et al. (32). O
angulo de insercao ideal seria de 40° lateralmente a partir da linha média dorsal e 20° dorsal
ao canal neural em um plano sagital, pois resulta na méxima aquisicdo 6ssea. A largura do
corredor varia de 3 a 5 mm e a média de comprimento do corredor é de 7 mm. Estes angulos
foram mensurados a partir de cdes normais, entretanto, na instabilidade atlantoaxial como ha
mé formacao nesta regido, estes angulos podem variar (32).

Na préatica, um angulo étimo para inser¢do do pino é obtido pelo direcionamento de
cada pino do centro do corpo ventral do axis para o centro de cada articulacdo atlantoaxial,
levemente inserido do axis medial para a fissura alar e mantendo a ponta do pino tdo longe
ventralmente possivel (9,22). O enxerto 6sseo esponjoso é coletado do Umero proximal e
adicionado dentro e em torno da articulacdo (9). A modificacdo da técnica utiliza parafusos
efeito lag ao invés de pinos. Uma vez que a vértebra esta alinhada e temporariamente segura
pelo método previamente mencionado, uma perfuracdo de 1,5mm para um parafuso de 1,5mm
deve ser realizada no aspecto cranial de C2, iniciando de um lado do corpo vertebral apenas
entre a parede dssea cranial. Subsequente, a perfuracdo para o parafuso de C1 é realizada
usando uma broca de 1,1mm; a broca € direcionada craniolateralmente, aproximadamente em
um angulo de 30° da linha média para assegurar uma grande por¢ao de osso lateral do atlas. A
perfuracdo é macheada com um macho de 1,5 mm (22).

A colocacdo de parafuso pode ser prejudicada devido ao pobre acesso para perfuracdo
dos orificios e a tendéncia do parafuso em fissurar o tecido 6sseo. Dificuldades associadas ao
mau posicionamento dos implantes podem ocorrer (como dano a medula espinhal ou
vascular), porém o problema mais comum é a migracdo do pino (8). Para evitar esta sequela,
uma modificacdo da técnica foi descrita utilizando cimento 6sseo na extremidade do pino para
segura-lo em sua posicao (8).

O angulo e a profundidade do posicionamento dos implantes sdo criticos. Para evitar o
canal vertebral, artéria vertebral, e o osso fino do atlas, cada pino ou parafuso deve ser
previamente mensurado pela radiografia e avaliado cuidadosamente (9). As vantagens
mecanicas e o poder de fixacdo dos pinos de perfil positivo ou parafusos devem ser
considerados em pacientes grandes o suficiente para ser utilizados na pratica. Parafusos
inseridos no angulo requerido pode ser um desafio na exposi¢cdo e tamanho dos 0ssos
envolvidos (9).

A taxa de insucesso com a técnica de fixacdo transarticular é de aproximadamente 30%
(22). Além disso, estudos indicam que a fusao e frequentemente atrasada ou incompleta (24).

Quando se utiliza um parafuso inserido com efeito lag sozinho em um cdo de pequeno
porte, o pequeno volume de osso do axis disponivel para inser¢do do parafuso e a area para o
posicionamento do parafuso ndo permite qualquer erro (3). Isto pode levar a danos
iatrogénicos das vértebras, especialmente no 0sso relativamente macio de um céo imaturo, e
uma incapacidade subsequente de fuséo da articulagdo atlantoaxial. O uso alternativo de fios
de Kirschner neste procedimento deixa pouco 0sso de C2 retido no pino, mesmo quando eles
estdo corretamente colocados e também ocorre frequentemente a migracdo do implante. A
utilizacdo de cimento 0sseo ndo impede a migracdo do pino devido a pequena interface
relativa entre pino-0sso. Esta técnica é também dificil por causa da pressdo, que deve ser
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aplicada a partir no perfurador ou no fio de kirschner no aspecto cranial de C2, que
potencialmente se traduz em pressao sobre a medula espinhal. Manter a estabilidade 6ssea
durante esse procedimento usando um instrumento de alavanca inserido dentro da articulacéo
tem sido descrito, mas € muito arriscada (32).

Pinos e cimento 6sseo

Fixacdo com fios de Kirschner ou pinos lisos associados ao cimento 0sseo pode ser
realizada em C1 e C2 ventralmente. ApoOs a insercdo de enxerto 0sseo e realinhamento
vertebral os pinos sdo direcionados perpendicularmente nos planos medianos e transversos
dentro de cada pediculo do atlas. Pinos sdo posicionados no corpo caudal do axis em um
angulo de 30° com o plano transverso (22,24). Todos os pinos sdo cortados um centimetro
ventral a superficie dssea e ambas as pontas sdo dobrados, apos, o realinhamento é novamente
alcancado para que entdo cimento Gsseo possa ser inserido, recobrindo e unindo todos os
pinos. Esse procedimento pode ser associado com pinos transarticulares atlantoaxial (22).

Em relato, Aikawa et al. (33) utilizaram de 6 a 8 pinos de schanz de perfil positivo
associado ao cimento 0sseo em 49 cdes com instabilidade atlantoaxial. Os dois primeiros
pinos séo inseridos de maneira transarticular, conforme descrito acima, dois pinos adicionais
sdo inseridos no pediculo do atlas, paralelo ao pino transarticular. O quinto e o sexto pino séo
inseridos caudal, no corpo do axis. Caso os pinos ndo tenham ficado rigidamente fixados,
recomenda-se a insercdo de pinos adicionais no pediculo ou corpo vertebral do axis (33). Um
excelente sucesso foi obtido com esta técnica, sendo que 47 caes tornaram-se ambulatérios,
apenas um cdo ndo obteve retorno da funcdo locomotora e dois cées vieram a 6bito no periodo
perioperatorio (33).

Para rafia, o musculo longus coli pode ser suturado, mas geralmente isto ndo é possivel
devido ao cimento ésseo. A colocacdo de membrana bioldgica acima dos implantes de fixacdo
pode auxiliar a cicatrizacdo do musculo e proteger os tecidos locais de aderéncias fibréticas
(22).

Deve-se utilizar o implante com o tamanho maior possivel, mas de modo a ndo gerar
fissuras ou fraturas durante a insercdo, e estes devem penetrar as duas corticais. Os pinos
rosqueados geram maior estabilidade em longo prazo do que os pinos lisos (24). O
comprimento do implante e o volume de cimento 6sseo devem ser proporcionais ao tamanho
do cdo. Cuidados devem ser tomados a fim de proteger os tecidos moles do calor gerado pela
polimerizacdo, e evitar bordas asperas que podem lesar os tecidos (24).

Em estudo sobre instabilidade atlantoaxial realizado por Schulz et al. (10) utilizando
pinos e cimento 6sseo no tratamento de nove cées (seis de origem congénita e trés de origem
traumatica), foi possivel observar uma recuperacdo de boa a excelente em oito pacientes. A
dor cervical foi eliminada ou reduzida e nenhum dos céaes apresentou déficits neuroldgicos
residuais importantes (10). A artrodese ndo pdde ser confirmada nas radiografias pos-
operatorias, devido a presenca do cimento 0sseo, no entanto, a estabilizacdo adequada foi
alcancada com base na resolucéo dos sinais clinicos (10).

Pinos, Parafusos e cimento 6sseo

A estabilizacdo modificada utilizando pinos, parafusos e cimento ésseo foi descrita por
Platt et al. (19). Ap0s acessar a regido cervical ventral e expor as superficies articulares entre
o atlas e axis, um parafuso cortical de 1,5mm ou 2,0 mm é colocado na metade caudal do
corpo do axis, de modo que a cabeca e uma pequena porcao da rosca fiquem expostas, e 0
comprimento ndo ultrapasse a cortical trans. Um fio ortopédico deverd envolver a cabeca do
parafuso e traciona-lo caudalmente a fim de manter a reducdo da luxacdo e alinhamento do
aspecto cranial do corpo do axis. Um segundo parafuso deve ser inserido na metade cranial do
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corpo vertebral de C2. Enquanto mantéem a reducao da articulacédo, a cartilagem articular deve
ser escarificada. Apo6s, dois pinos transarticulares devem ser inseridos, conforme descrito em
técnica acima. Trés parafusos corticais adicionais sdo fixados no arco ventral do atlas,
deixando a cabeca e uma porcéo de rosca exposta. Enxerto 6sseo esponjoso é adicionado no
espaco articular e o cimento 6sseo é moldado sobre as pontas expostas dos implantes no atlas
e axis. O musculo longus colli deve ser aposicionado, se possivel, e a rafia dos demais
tecidos € realizada de forma rotineira (19).

Migracdo e fratura dos pinos com perda na redugédo séo as complicagbes mais comuns
da técnica. Isto ocorre com maior potencial, provavelmente devido ao conjunto de movimento
residual de flexdo exercido sobre o pino, que por sua vez pode sugerir falha de fusdo da
articulacdo (19). Danos secundarios nas estruturas respiratorias superiores e eséfago, devido a
dimensdo do cimento 0sseo, € uma desvantagem do método de fixacdo com implantes
multiplos porque uma quantidade relativamente maior de cimento 6sseo é necessaria, 0 que
pode causar problemas sérios, especialmente em caes miniaturas (19).

Como vantagem da técnica destaca-se a diminuicdo no potencial de falha completa da
fixacdo, devido & estabilizacdo transarticular e periarticular, e com isso manter estabilidade
suficiente, caso um dos métodos venha a falhar. Para Platt et al. (19) os parafusos
proporcionam melhor fixacdo e s&o menos propensos a migrar quando comparado aos pinos.
Em estudo os cées obtiveram melhora clinica 68,4% dos casos (19).

Placa e parafusos

Outra técnica para estabilizacdo atlantoaxial ventral propde a utilizacdo de placa em
formato T ou H (34, 35), e mais recentemente o uso da placa bloqueada em formato borboleta
fixada no aspecto ventral do axis e do atlas (9,36).

Placas duplas utilizadas no corpo ventral do atlas e axis sdo possiveis em cdes de porte
grande que possuam estrutura éssea suficiente para acomodar as placas. Este método foi
realizado em fraturas traumaticas de cdes grandes (9). Nesta situacdo duas pequenas placas de
2mm sdo colocadas ventralmente entre a linha de fratura. A colocacdo de parafusos é
dificultosa porque o espaco disponivel € minimo (9).

O principio da utilizacdo de placa sugere insercdo de dois parafusos em cada lado da
fratura. Quando factivel este método provavelmente promoverd mais seguranca de fixacdo

(7).

Em estudo Dickomeit et al. (36) utilizaram placas blogueadas de titanio de 1,5 mm com
cinco furos no tratamento de instabilidade atlantoaxial em trés cdes de raca toy. Um excelente
resultado clinico com reducdo, estabilizacdo e descompressdo da medula espinhal e melhora
dos sinais neuroldgicos foram identificadas em todos os trés pacientes (36).

A utilizacdo de placa no tratamento de instabilidade atlantoaxial ndo é comumente
descrita devido a fatores limitantes como tipo de placa, tamanho e forma, bem como tipo e
tamanho dos parafusos. Falha precoce do implante, com perda da estabilidade atlantoaxial
antes da fusdo, pode levar a consequéncias neuroldgicas catastroficas. A perda de
estabilizacdo, devido ao afrouxamento do parafuso e da placa tem sido uma falha comum
deste tipo de implante (36). Por conseguinte, o uso de placas bloqueadas possui a vantagem
de ser biomecanicamente mais estavel, uma vez que o sistema blogueado permite que a
cabeca do parafuso se encaixe e fixe no orificio da placa, e desta forma, previne a migragéo
do parafuso (36).

Como complicagbes da técnica tém-se a presenca de parte do parafuso no canal
medular, lesdo iatrogénica da medula espinhal, migracdo e ndo unido da articulacdo
atlantoaxial (36).
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Complicac0es cirurgicas

As taxas de complicacOes cirargicas sdo ao redor de 71% na técnica dorsal e 53% com
técnica de fixacdo ventral (22).

A manipulacdo da articulacdo pode lesionar a medula espinhal no local devido a
repetidas concussdes, sendo relata nas técnicas dorsais e ventrais. Dano iatrogénico a medula
espinhal € também possivel como resultado do posicionamento erréneo dos implantes (22-
25).

O risco de paralisia laringea esta presente nas técnicas ventrais devido a retracdo e
trauma do nervo laringeo recorrente (19,22). Adicionalmente, a compressao da traqueia pelo
implante ou tracdo transcirurgica prolongada foi relatada causando necrose da traqueia e tosse
em cdes. Muitos desses pacientes podem apresentar outras doengas respiratorias
concomitantes como colapso de traqueia ou sindrome braquicefalica (22). Em casos severos, a
dispneia pode ser manejada com traqueostomia temporaria. ComplicacGes respiratdrias fatais
sdo raras, mas podem ocorrer por trauma ao Sistema nervoso central transoperatorio.
Pneumonia aspirativa foi relata em cées no p6s-operatorio (22).

Migracdo ou fratura do implante pode ocorrer em cirurgias ventrais e dorsais e tende a
ser relatada trés semanas apds a cirurgia, embora seja visto meses apds o procedimento com a
utilizando fio de Kirschner. Parafuso lag transarticular pode também estar sujeito a falha,
especialmente durante o procedimento de insercdo, devido ao pequeno diametro viavel de
0sso do axis e area ideal para posicdo do parafuso, que ndo permite qualquer erro (8,22,24).

Posicionamento impréprio do pino com uma quantidade inadequada de 0sso € a
principal causa de migracdo do pino (8). Isto pode ser um achado incidental apos radiografia
de exames seriados, ou pode ser aparente ap0s sinais clinicos recorrentes, ou com aparéncia
do implante na superficie da pele. Reparac6es dorsais feitas com fios podem ser associadas
com quebra do implante. Dependendo do tempo pos cirrgico quando a falha ocorre, outra
cirurgia pode ndo ser necessaria, pois a articulacao ja apresenta fusao dssea (22).

Reparacdo dorsal utilizando o arco dorsal do atlas pode ocasionar fratura do mesmo
devido ao osso fino e imaturo (19). Nas fixacBes ventrais transarticulares, o aspecto
cranioventral do corpo de C2 pode fraturar devido ao implante mal posicionado e imaturidade
vertebral (20).

Dores episddicas graves foram relatadas em cdes apds meses da cirurgia e sempre foi
uma razdo para eutanasia desses pacientes (19). Isto ocorre como resultado de falha na
descompressdo medular, realinhamento ou fixagao vertebral (22).

Cuidados p6s-operatérios

O sucesso dos resultados da cirurgia é satisfatério em curto e longo prazo, mas uma
variedade de complicagbes pode ocorrer desde falha do implante até complicagdes
cardiopulmonares (9).

Os cuidados po6s-operatéorios sdo similares em todos 0s casos requerendo, a principio,
confinamento por quatro semanas seguidas por quatro semanas de restricdo de exercicios (9).
AvaliacOes radiograficas das condi¢des dos implantes e para evidéncia de formacdo de calo
0sseo é realizada por quatro a oito semanas do pos-operatério (9). ProjecBes dorsoventral e
lateral s&o imperativas para visibilizar o alinhamento articular (22).

Pode ser necesséaria a utilizacdo de um colar cervical rigido nos cées, no periodo pds-
operatdrio, a fim de reduzir a movimentagdo e tensdo exercida sobre os implantes cirurgicos
durante a cicatrizacdo Ossea (2). Estes cdes devem ser avaliados frequentemente a fim de
evitar possiveis complicacBes associadas a utilizacdo do colar como, desconforto respiratério,
infeccdes e feridas na pele, sendo que alguns cédes podem ficar relutantes em caminhar ou
comer (2). Platt et al. (19) acreditam ndo ser necessario a utilizagdo po6s operatoria de colar
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cervical se uma fixacdo interna apropriada foi realizada, uma vez que este pode resultar em
muitas complicagoes.

Prednisona ou prednisolona (1mg/kg) podem ser administrados para reduzir o edema
medular pés-cirurgico causado por injdrias a medula espinhal durante o posicionamento ou
cirurgia (2). Analgesia com opidides deve ser realizada, pelo menos, nas primeiras 24-48
horas (19).

A monitoracdo respiratoria deve ser prioridade em todos os pacientes nos primeiros
dois a trés dias; muitos pacientes podem ter problemas respiratérios preexistentes e o estresse
da cirurgia pode exacerbar os sintomas (22).

Os proprietarios devem ser alertados para utilizagdo de coleiras peitorais ao invés de
cervicais e o paciente ndo deve realizar exercicios com grande impacto pelo resto da vida
(22).

Prognostico

De acordo com Sharp & Wheeller (24), o tratamento conservativo produz resultados
excelentes. Em estudo com seis cées de raca toy, 100% de retorno a deambulacdo foram
observados (24). Apesar dos excelentes resultados com tratamento ndo cirurgico, a
preocupacdo é que qualquer melhora pode ser perdida depois de retirar o colar cervical. Nao
obstante, pode ser considerada uma alternativa Util para cdes muito jovens e de alto risco (5).

Um estudo recente (20) com resultados em longo prazo de cées tratados
conservativamente relatou que cées com inicio agudo dos sinais clinicos e sem histérico
prévio de instabilidade atlantoaxial obtiveram um bom resultado em 60% dos casos,
independentemente da gravidade da apresentacéo inicial. Entretanto, cdes apresentando sinais
clinicos ha mais de 30 dias apresentaram progndéstico ruim ao tratamento conservativo em
longo prazo (5,20).

A taxa de mortalidade transoperatdria associada com fixacdo atlantoaxial é em torno de
10% a 30%. Os principais fatores para um progndstico significativamente positivo estéo
associados a idade da apresentacdo (menor que 24 meses), duracdo dos sinais clinicos (menor
que 10 meses) e estado neurolégico pré-operatorio (1,2,20).

O sucesso em longo prazo foi, quando todos os métodos de cirdrgicos dorsais sdo
considerados, bom a excelente em 61% dos cdes (22). As taxas de sucesso com técnicas
ventrais sdo boas a excelentes em 47 a 92% dos cées, dependendo do método de escolha (5).
O uso de pino transarticular Gnico apresentou taxa de sucessos menores (47%) do que
comparado com pinos multiplos e parafusos e cimento 0sseo. Parafusos efeito lag sozinhos
obtiveram taxa de sucesso de até 90% em um estudo, entretanto demonstrou 40% de sucesso
em outro, sem utilizacdo de enxerto ésseo (20,28). O nivel de experiéncia e habilidade do
cirurgido na realizagdo da cirurgia na regido atlantoaxial é provavelmente uma das influéncias
mais importantes sobre o resultado geral dos pacientes (5).

CONSIDERACOES FINAIS

A patogénese das malformacGes do desenvolvimento permanece incerta, poréem
acredita-se que seja devido a uma isquemia vascular levando a reabsorcdo do processo
odontoide.

O tratamento conservativo para subluxacdo atlantoaxial é indicado como primeira
escolha, e, o tratamento cirdrgico, para casos progressivos, sendo a técnica de eleicdo a
estabilizacdo ventral com utilizacdo de implantes maltiplos (pinos transarticular, parafusos e
cimento 6sseo). Vale salientar que a taxa de sucesso cirargico esta fortemente correlacionada
com a habilidade e experiéncia do cirurgiéo.
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RESUMO

A urolitiase € uma doenca de elevada ocorréncia nas criagdes de ovinos. Os urdlitos séo
formados a partir de fatores predisponentes, tais como, dieta excessivamente proteica,
com alto teor de fosforo, magnésio ou célcio ou ainda por ingestdo de plantas com grande
quantidade de oxalato ou silica. Ocorre na maioria dos casos nos machos jovens devido a
anatomia da uretra peniana. Geralmente, a obstrucdo uretral € completa, embora em
alguns casos possa ser parcial. Apds o aparecimento dos sinais clinicos ha poucas chances
de reverséo do quadro clinico e se for necessario tratamento cirirgico a grande maioria
dos animais torna-se inapto para a reproducdo. A prevencdo constitui a melhor medida
para controlar o surgimento da enfermidade, por meio do balanceamento adequado da
alimentacdo e acidificacdo da urina com a suplementacdo na dieta empregando o cloreto
de amdnio, que se mostraram bem eficazes.

Palavras-chave: alimentacdo, cordeiros, cloreto de amonio, sistema urinario, urdlito.
OBSTRUCTIVE UROLITHIASIS IN SHEEP
ABSTRACT

Urolithiasis is a disease of high occurrence in sheep creations. Uroliths are formed from
predisposing factors such as excessive protein diet with high content of phosphorus,
magnesium or calcium or by ingestion of plants with large amount of oxalate or silica. In
most cases occurs in young male due to the anatomy of penile urethra. Generally the
urethral obstruction is complete, although in some cases it may be partial. After the onset
of clinical signs there is a little chance of reversing the clinical picture and if is necessary
surgical treatment the vast majority of animals becomes unfit for reproduction. The
prevention is the best measure to control the onset of disease, by the proper balancing of
the power and acidification of the urine with dietary supplementation employing
ammonium chloride, which proved effective as well.

Keywords: ammonium chloride, feed, lambs, urinary system, urolith.

! Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI), Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo
(SAA)

2 Mestranda em Medicina Veterinaria; Departamento de Clinica Veterindria, Area Clinica de Grandes Animais. FMVZ-
UNESP/Botucatu. Contato principal para correspondéncia

3 Professor Assistente Doutor do Departamento de Clinica Veterinaria, Area Clinica de Grandes Animais. FMVZ-
UNESP/Botucatu

4 Professor Adjunto do Departamento de Clinica Veterinaria, Area Clinica de Grandes Animais. FMVZ-UNESP/Botucatu

Ferreira DOL, Santarosa BP, Amorim RM, Chiacchio SB, Gongalves RC. Urolitiase obstrutiva em ovinos. Vet.
e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 183-197.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 184

UROLITIASIS OBSTRUCTIVA EN OVEJAS
RESUMEN

La urolitiasis es una alta incidencia de la enfermedad en las creaciones de ovejas. Urolitos se
forman a partir de factores predisponentes tales como la dieta excesiva de proteinas con alto
contenido de fdésforo, magnesio o calcio o por ingestion de plantas con gran cantidad de
oxalato o silica. En la mayoria de los casos ocurre en la anatomia masculina joven debido a la
uretra peneana. Generalmente, la obstruccion uretral es completa, aunque en algunos casos
puede ser parcial. Después de la aparicion de los signos clinicos hay pocas posibilidades de
revertir el cuadro clinico y si el tratamiento quirdrgico necesario, la gran mayoria de los
animales se convierte en no aptos para la reproduccién. La prevencion es la mejor medida
para controlar la aparicion de la enfermedad, por el equilibrio adecuado de la alimentacion y
la acidificacion de la orina con la suplementacién dietética empleando cloruro de amonio, que
resulto ser eficaz también.

Palabras clave: corderos, cloruro de amonio, pienso, sistema urinario, urolitos.
INTRODUCAO

Desde a década de 70, o interesse pela producdo de ovinos apresenta aumento gradativo
no Brasil. Em 2011, o rebanho efetivo brasileiro de ovinos era de 17,6 milhGes de cabecas,
representando aumento de 1,6% sobre o nimero registrado em 2010. No estado de Sdo Paulo
a populacdo ovina é cerca de 700 mil cabecas, 0 que reflete a relevancia crescente que esta
espécie apresenta na pecudria paulista, especialmente na producédo de carne e comercializacao
de material genético (1).

A intensificacdo da producdo, aliada a comercializacdo de animais de alto valor
genético, acarretou profundas alteracbes no manejo alimentar dos ovinos, desencadeando o
aumento da ocorréncia de doencas nutricionais e metabdlicas, e entre as principais se destaca
a urolitiase obstrutiva (2,3). Considerada como enfermidade de maior importancia do trato
urinario de ruminantes, ocorre particularmente em machos jovens, e causa Serios prejuizos
econdmicos relacionados a saida prematura dos animais da reproducdo, gastos com
tratamento, morte dos animais afetados e condenacao da carcaca em abate emergencial (4,5).

Apo6s o aparecimento dos sinais clinicos a reversdo do quadro é dificil, podendo ser
necessario tratamento cirargico quando, na grande maioria dos casos, 0s animais tornam-se
inaptos para a reproducdo. Tais limitagdes econdmicas, devido a prolongada terapia clinica e
ao dificil acesso cirdrgico, frequentemente fazem com que o animal seja descartado. Isto
implica em prejuizo econdmico ao produtor, pois além do animal, perde-se também material
genético de alto valor zootécnico (6,7).

Os urdlitos sdo formados a partir de fatores predisponentes, tais como, manejo intensivo
dos animais, dieta excessivamente proteica ou com alto teor de fésforo, magnésio ou célcio e
ainda a ingestdo de plantas com grande quantidade de oxalato ou silica (8). Tais fatores ndo
ocorrem de forma isolada, mas associados. Os machos sdo os mais afetados devido a
anatomia da uretra peniana. O aumento da densidade urinéria, a reducdo de agua ingerida,
desidratacdo, estase urinéria, pH urinario alcalino, aumento de excre¢do mineral na urina,
relacionada com a composi¢do da dieta, a diminui¢do na concentracdo de coloide protetor da
urina ou a descamacéo de células epiteliais da bexiga favorecem a precipitacdo de solutos que
déo origem ao urdlito (9,10).

A adocdo de préticas preventivas constitui a melhor medida para o controle desta
doencga, e, para isso, € necessario conhecer a composi¢cdo dos urolitos e corrigir todos 0s
possiveis fatores que podem estar relacionados com sua formacdo (11). A acidificacdo do pH
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urinario evita, principalmente, a formagdo dos céalculos de fosfato (12). Ferreira (13)
comparou dois produtos para acidificagdo urinaria em ovinos, o cloreto de amoénio e a
vitamina C (&cido ascorbico), e constatou que o cloreto de aménio diminuiu o pH da urina,
mantendo a acidificacdo constante, enquanto o &cido ascérbico apresentou oscilagdes.

Considerando que a urolitiase é problema comum e limitante a ovinocultura o objetivo
desta revisdo é descrever a etiopatogenia, sinais clinicos, tratamento, e principalmente a
prevencdo da urolitiase obstrutiva em ovinos.

REVISAO DE LITERATURA
Epidemiologia e Etiopatogenia

A urolitiase obstrutiva é caracterizada por formacgéo de célculos no trato urinario, que
impedem o fluxo da urina. E uma doenca amplamente discutida na literatura, acomete animais
e humanos, e se relaciona com o manejo nutricional em todas as espécies (14). Ocorre com
maior frequéncia e importancia econdmica em cordeiros, cabritos, garrotes, e animais de elite
confinados (7,15). Robinson et al. (14) citaram a quantidade de publicacdes relacionadas a
urolitiase em animais, sendo a maioria das descri¢cbes na espécie canina [342], seguida dos
felinos [155], suinos [108], bovinos [68], equinos [57], ovinos [27] e caprinos [26]. Em
ovinos ha trabalhos descritos na literatura desde a década de 30 (16).

Além da predisposicdo anatbmica do pénis dos ruminantes, a castracdo precoce pode
induzir a hipoplasia uretral e peniana, com consequente diminuigdo do didmetro da uretra
(17,18,19). Todas as racas de ovinos sdo suscetiveis, os ovinos da raca Texel sdo
particularmente eficientes na absor¢do e excre¢cdo de minerais, quando comparados com as
racas Sulffok e Blackface, sendo mais predispostos a urolitiase devido a elevada concentracéo
de minerais na urina (5).

A doenca esta presente, com maior frequéncia, em sistemas de manejo intensivo, onde a
racao é formada basicamente de grdos. Este tipo de alimento, de modo geral, tem elevado teor
de fosforo e de magnésio, mas baixo teor de célcio, desta forma, a proporcéo de Ca e P varia
de 1:4 a 1:6, enquanto que a relacéo ideal seria de 1:1 a 2:1. O desequilibrio Ca: P resulta em
elevada excrecdo de fésforo pela urina, sendo importante fator para a génese dos urélitos
(2,20,21,22). A urina dos ruminantes é alcalina, o que torna o fosforo insolGvel, precipitando-
o e formando cristais com o célcio e 0 magnésio (7).

Animais confinados sdo predispostos a formacéo de célculos de fosfato, pois geralmente
recebem dietas ricas em grdos com alto teor de fosforo (P) e baixo teor de célcio (Ca),
resultando em desbalanco da proporcdo Ca:P. Assim, o animal apresenta hiperfosfatemia e
consequentemente eleva a excrecdo renal de fosfatos. A saliva é importante, também, no
metabolismo do fésforo, pois apresenta uma concentracao de fosforo 12 a 16 vezes maior do
que o sangue. Os ruminantes removem o fésforo do organismo pela sua excrecdo pela saliva e
dai para o rimen e fezes. Normalmente, cerca de 60% do P que chega ao rimen é proveniente
da saliva e os 40% restantes vém da dieta. Dietas altas em concentrados e baixas em
volumosos diminuem a formacéo de saliva, em consequéncia mais fosforo deve ser eliminado
pelo rim e excretado na urina aumentando o risco de urolitiase (2), porém grande parte do
fosforo ingerido chega aos intestinos, e é excretado pelas fezes (8,23).

A concentracdo da urina pela pouca ingestdo de agua pode causar urolitiase, e 0
problema é agravado em pastagens onde os animais ndo conhecem 0s acessos a agua ou nao
h& agua de boa qualidade disponivel. A estase urinaria resultante de infecgdes e processos
inflamatdrios do trato urinario favorece o aparecimento de célculos, pois 0 acimulo de restos
celulares altera o pH da urina, forma compostos salinos insoltveis, produz coloides estranhos
a urina (pus e sangue), proporcionando a formagédo do nucleo ou matriz organica. O uso de
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estrogénio aumenta a descamacdo do epitélio urinario e 0 aumento da producdo de muco,
favorecendo a formacéo da matriz organica (24).

Os principais fatores que contribuem para o desenvolvimento da urolitiase podem ser
agrupados naqueles que auxiliam o desenvolvimento de um nucleo, ao redor dos quais ocorre
a precipitacao e concrecdo, aqueles que facilitam a precipitacdo de solutos no ndcleo e, os que
favorecem a concregdo por cimentar sais precipitados para o desenvolvimento do calculo
(3,9).

A presenca de coloides protetores altera as propriedades fisicas da urina deixando-a
mais viscosa, prevenindo assim a precipitacdo dos solutos. Porém, esses coloides possuem
capacidade limitada de prevencdo da precipitacdo dos sais e apds atingir uma concentracao
maxima, a urina se torna instavel, tendo como caracteristica a presenca intermitente de
precipitados. A fragdo mucopolissacaridica das mucoproteinas atua como agente “cimentante”
quando ha precipitacao de solutos (9,13).

Animais mais jovens e a reducdo da uretra devido a castracdo precoce podem reduzir o
didmetro da uretra e, portanto, aumentar o risco de obstrucdo. Os locais mais comuns de
obstrugdo incluem o processo uretral (apéndice vermiforme) e a flexura sigmoide distal,
embora o trigono vesical, a bexiga e a pelve renal também sejam locais de grande acimulo de
calculos (25,26).

Existem diferentes tipos de calculos que podem ser formados. A etiologia do céalculo é
complexa e multifatorial. Influéncias geogréficas e sazonais, fatores dietéticos, ambientais,
hormonais e doencas infecciosas do sistema urinario tém sido descritas como fatores
predisponentes a formacéo de urdlitos (16,27).

Os célculos sdo compostos por uma fragdo organica e outra inorganica. A solubilidade
de alguns sais é influenciada pelo pH da urina, sendo que o pH alcalino favorece a formacao
de célculos de fosfato, estruvita e carbonato (9,11). Animais confinados sdo predispostos a
formacéo de célculos de fosfato, pois geralmente recebem dietas ricas em graos que sao ricos
em fosforo (20). O urdlito de magnésio forma-se em dietas que apresentam teor de magnésio
acima de 0,6% da racéo, principalmente em substitutos do leite bovino (8).

Caélculos de carbonato de calcio podem ser formados a partir da ingestdo de plantas com
alto teor de acido oxalico. Esses calculos podem se formar tanto em pH alcalino quanto acido

9).

O urdlito de silica é formado quando ha grande eliminagdo de acido silicico pelos rins.
Esse tipo de calculo é mais frequente em animais que se alimentam de plantas que crescem
em solos arenosos ou que ingerem agua que contém alto teor de silica (28) e sdo de pouca
importancia nos animais criados em regime intensivo.

Em ruminantes, os tipos predominantes de calculo sdo os compostos de estruvita,
silicatos, carbonatos e oxalatos. A formacdo de urdlitos compostos por carbonato de célcio
esta associada ao consumo de forragens com elevado teor de célcio e baixo teor de fésforo e
magnésio. O mecanismo de formacdo de urdlitos de oxalato de calcio ndo esta esclarecido,
mas a intoxicagdo por plantas que contém altos teores de oxalatos ndo é considerada como
causa da enfermidade (26).

Sahinduran et al. (29) realizaram anélise da composi¢do quimica dos urdlitos obtidos
nos rins de bovinos posteriormente ao abate, e observaram que o elemento mais frequente foi
de calcio, com 42,45% de apatita, 20,15% de estruvita, 15,15% de carbonato de magnésio,
12,12% de carbonato de célcio, e 10,13% de fosfato de calcio (cistina).

Outro aspecto a ser considerado é a quantidade e qualidade da agua consumida. A
dureza da agua depende de ions presentes, principalmente o célcio e 0 magnésio, na forma de
carbonato. Varios autores correlacionaram positivamente a dureza da agua consumida com a
incidéncia da urolitiase (29,30).

Sacco e Lopes (30) estudaram a ocorréncia de urolitiase obstrutiva em bovinos Guzera
provenientes de duas fazendas de criagdo semi-intensiva no interior paulista brasileiro, uma
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com a enfermidade confirmada, e outra sem a doenca. Os bovinos do grupo urolitiase
consumiam &gua com dureza total na concentracdo de 166mg CaCOs/L, valor 13 vezes maior
em relacdo aos animais sem a doenca, além da maior concentracdo de fosforo na dieta e
relacdo Ca:P inadequada. A concentracdo sérica de magnésio também foi maior neste grupo.
Packett et al. (31) afirmaram que a hipermagnesemia é achado frequente no sangue de ovinos
acometidos por urolitiase.

Sahinduran et al. (29) examinaram 500 rins (362 de fémeas e 138 de machos)
provenientes de abatedouros de bovinos na Turquia. Identificaram-se 20,4% (102/500) de
animais da raca Holandesa com presenca de calculos nos rins, com idade de um a oito anos,
sendo 73 machos e 29 fémeas. Embora seja mais frequente a formacdo de calculos pela
quantidade excessiva de fosforo na dieta, neste trabalho os autores encontraram alto nivel de
magnésio na &gua ingerida, proporcionando dureza total da agua superior ao recomendado
para a espécie (29).

Sinais Clinicos

Os primeiros sinais clinicos manifestados pelos animais com urolitiase obstrutiva estdo
relacionados a dor (32). Os sinais caracteristicos de obstrucdo uretral sdo desconforto
abdominal, escoiceamento do abdome, manoteio, balancar da cauda, decubito intermitente
com inquietacdo, anorexia, dificuldade de andar, marcha rigida, podendo estar presente,
também, a exposicdo do pénis (18,19). Geralmente o animal faz esforco para urinar, adotando
postura de micgdo, com contracdo espasmaodica do pénis, sendo visivel a movimentacdo do
preplcio. Pode haver grunhidos e ranger de dentes. Esses esfor¢os podem resultar na saida de
poucas gotas de urina, normalmente de coloracdo avermelhada devido a presenca de sangue e
podem predispor ao prolapso retal. A palpacéo retal digital nota-se aumento de sensibilidade,
no local da obstrucdo, e pulsacdo da uretra (2,4). Os animais que desenvolvem urolitiase
podem apresentar polaquilria, disuria, hematuria, piuria e hipertermia (5).

Nos casos de necrose da uretra e ruptura da bexiga ha extravasamento de urina para o
tecido conjuntivo da parede abdominal ventral e prepucio ou cavidade abdominal causando
irritacdo do tecido, necrose, reabsorcdo de urina e uremia. A ruptura da bexiga com liberagéo
de grande volume de urina no abdome € evidenciada por diminuicdo da dor a principio, e
distensdo do abdome, o qual torna-se abaulado ventralmente ocorrendo em seguida sinais de
desidratacdo e uremia (2).

Achados laboratoriais

Para o diagnostico, o exame clinico pode ser complementado por exames laboratoriais.
Embora 0 hemograma e os exames de bioquimica sérica (ureia e principalmente creatinina)
sejam primordiais no diagnostico de problemas renais, o exame de urina é extremamente
importante na deteccdo de nefropatias (33).

Nos achados da urinalise, ocorre hematdria provavelmente em decorréncia das lesdes
hemorragicas provocadas pela presenca de calculos na mucosa do trato urinario. Este achado
foi descrito com frequéncia em casos de obstrucdo parcial da uretra (2,5). O aspecto turvo da
urina € encontrado na maioria das vezes devido a elevada contagem celular urinaria,
representada pelo aumento do nimero de células epiteliais, eritrocitos, leucocitos, bactérias,
muco, e principalmente pelos cristais (34).

Vaérios autores relatam a presenca de pH &cido relacionada a alimentacdo com grande
quantidade de grdos (5,34). Quanto a presenca dos cristais, ha influéncia do pH, da
solubilidade e da concentracéo dos cristaloides. No caso da urolitiase, este achado pode ajudar
na identificacdo da natureza mineral dos calculos (34).
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Para que haja insuficiéncia renal é necessario que aproximadamente 75% dos néfrons de
ambos os rins sejam perdidos, provocando inadequada excrecdo de ureia e creatinina,
proteinuria, glicosdria e aumento da celularidade do sedimento urinario. Pode haver também
bactérias decorrentes de cistite ou pielonefrite. A urolitiase pode ter como consequéncia
clinica a pielonefrite, cistite, uretrite e a hidronefrose (2).

A biogquimica sérica revela azotemia pds-renal, que se relaciona a estase urinaria e
consequente reabsorcdo destes compostos (9,18). Os niveis de creatinina plasmatica refletem
a taxa de filtracdo renal, de forma que os altos niveis indicam deficiéncia na funcionalidade
renal (35). A ureia pode ter influéncia alimentar, visto que a concentracdo sérica e excrecao se
elevam com o aumento do teor de proteina da dieta. Em dietas com baixos niveis de proteina
bruta a maioria da ureia é reciclada e muito pouco se perde na urina (36).

Além da azotemia, outras altera¢fes bioquimicas sdo associadas ao quadro de urolitiase
em animais monogastricos, como hiperfosfatemia, hiponatremia, hipercalemia e acidose
metabdlica, em ruminantes pode haver diminuic¢do dos niveis de fésforo e potéssio, e alcalose
metabolica (37). No entanto, George et al. (37) estudaram 107 casos de urolitiase em caprinos
e detectaram hipofosfatemia associado a azotemia. Hipocloremia e hipercalemia, e acidose
metabolica foram pouco frequentes, enquanto quadros de alcalose metabolica foram mais
comuns nos casos de obstrugéo uretral.

Donecker e Bellamy (38) compararam as alteracdes bioguimicas sanguineas em bovinos
com ruptura de uretra e bexiga devido a urolitiase. Constatou-se que animais com urolitiase
apresentaram azotemia, hiponatremia e hipocloremia, mais acentuadas na ruptura vesical.
Hiperfosfatemia foi evidenciada apenas nos casos de uroperitbneo. O hemograma pode
revelar desidratacdo com hemoconcentracdo e sinais de inflamacdo, como
hiperfibrinogenemia e leucocitose com neutrofilia (19,39).

Exames complementares

Outros exames complementares, de imagem como radiografia, ultrassonografia e
tomografia computadorizada (40), podem auxiliar no diagndstico, confirmando a presenca de
urélitos nos rins, ureter, bexiga, e uretra. Desta forma pode-se intervir precocemente, pois a
doenca torna-se letal quando gera obstrucdo total da uretra (6). Calculos de estruvita ndo sao
visiveis na radiografia, j& os ur6litos de carbonato de célcio s&o radiopacos e sdo detectados
(18). Técnicas de imagem com contraste também podem ser aplicadas, como a
uretrocistografia, que permite a identificacdo de possivel obstrucdo total da uretra, ruptura
uretral, e até o diagndstico de ruptura de bexiga, caso o contraste extravase para o subcutaneo,
e para a cavidade abdominal, respectivamente (6).

O exame ultrassonografico renal pode mostrar alteracfes de ecogenicidade do 6rgao,
sugerindo outros problemas como nefrite intersticial, pielonefrite e hidronefrose (41,42).
Pode-se visibilizar bexiga repleta de urina, em casos de obstrucao uretral, ou até liquido livre
na cavidade abdominal em casos de ruptura vesical. Nem sempre se consegue identificar a
presenca de célculos devido a ecogenicidade do material (3,40,42).

Diagnosticos diferenciais

Na obstrucdo uretral, as principais caracteristicas sdo dor abdominal e anorexia, que
deverdo ser diferenciadas por auscultacdo e percussdo detalhadas de outras enfermidades
intestinais como obstrucéo intestinal, coccidiose, salmonelose e indigestdo aguda. Quando ha
obstrucdo uretral, o animal apresenta, associado a estes sintomas, letargia, depresséo, disuria,
cristais nos pelos do prepucio e exposic¢ao peniana (9).

A ruptura uretral provoca edema e aumento de volume local causado pelo
extravasamento de urina, e a regido permanece fria e ha necrose tecidual. O diagndstico
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diferencial ¢ realizado entre abscessos subcutaneos, abscessos umbilicais, hérnias umbilicais e
ventrais, hematomas e leséo prepucial (9).

Quando hé ruptura de bexiga o abdome apresenta-se distendido e deve ser diferenciado
de timpanismo ruminal, indigestdo vagal e ascite. Com a evolugdo do quadro clinico e do
estado urémico, o animal apresenta depressdo severa, anorexia e desidratacdo. Nesta situacéo,
devem ser realizados exames neuroldgicos, para excluir suspeita de raiva (9).

Achados de necropsia

Na necropsia de animais com urolitiase obstrutiva, os achados macroscopicos renais
mais frequentes sdo pielonefrite e hidronefrose, sendo também encontrados nefrite difusa,
pielonefrite supurativa e urolitos. Nos ureteres pode haver inflamagdo e hidroureter. Na
bexiga geralmente se encontra cistite hemorragica difusa e urdlitos. Podem-se constatar
alguns casos de cistite purulenta, presenca de focos necréticos e ruptura vesical. Na uretra
ocorrem com maior frequéncia, urdlitos e uretrite hemorragica difusa além de uretrite
purulenta e necrotizante e, ainda, casos de ruptura uretral (5).

Loretti et al. (24) descreveram presenca de urolitos obstruindo a uretra na porcao distal
da flexura sigmoide, ruptura da bexiga com extravasamento de urina para a cavidade
abdominal e peritonite fibrinosa difusa em bovinos confinados e castrados.

Oliveira et al. (26) relataram um caso de ruptura uretral peniana em um touro Nelore.
Havia necrose dos tecidos adjacentes a uretra e hemorragia. Os ureteres estavam dilatados.
Nos rins havia mdltiplas areas brancas, ndo delimitadas da medula a regido cortical. Na
superficie de corte dos rins foi evidenciada dilatacdo multifocal dos célices renais, alguns
deles repletos por célculos urinarios de diversos didmetros (26).

Tratamento

A urolitiase obstrutiva, em pequenos ruminantes, ainda € um problema de dificil
tratamento, e, quando se consideram resultados em longo prazo, o tratamento cirurgico torna-
se imprescindivel (43). O tratamento utilizado depende do estigio da doenga, da natureza e
extensdo dos calculos presentes, da funcdo do animal e, frequentemente, das questdes
financeiras (3). Quando a intervencado cirdrgica torna-se necessaria, caso haja interesse de se
manter o animal por longos periodos, o prognoéstico varia de reservado a mau (10).

O animal com urolitiase obstrutiva deve ser tratado como uma emergéncia. A primeira
tentativa no tratamento da urolitiase pode ser realizada com o uso de relaxantes musculares,
sendo que o objetivo primario do atendimento ao paciente obstruido é restabelecer o fluxo
urinario. A hioscina, associada a dipirona pode ser utilizada como relaxante e analgésico,
enquanto a xilazina deve ser evitada pela acdo diurética. A acepromazina é o sedativo de
escolha, pois tem melhor efeito antiespasmaddico na uretra (19).

A amputagdo do processo vermiforme deve ser feita antes da sondagem, pois se
consegue restaurar o fluxo de urina em cerca de 70% dos pacientes, quando a obstrucéo for
proximo a glande (44). A amputacao do processo uretral associada a farmacos pode promover
alivio temporario, em no maximo 36 horas (42). No entanto, deve-se monitorar o fluxo
urinario do animal, pois € comum haver obstrucdo secundaria na flexura sigmoide, e a taxa de
recorréncia chega a 80% (10,45,46). Além disso, deve-se corrigir o desequilibrio
hidroeletrolitico do animal ap6s desobstrucdo. Recomenda-se associar 0 uso de antibidticos de
amplo espectro de acdo de forma profilatica, e anti-inflamatérios ndo esteroides, importante
para controle da dor e reducédo dos sinais de inflamacéo (47).

Doria et al. (10) relataram nove casos de obstrucdo uretral e urolitiase, em que apenas a
terapia medicamentosa, mesmo quando associada a amputacdo do apéndice vermiforme, ndo
foi suficiente para solucionar o problema. Assim, caso esse procedimento falhe, ndo
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permitindo a mic¢do normal, como ocorreu em todos 0s casos relatados, a cateterizacdo da
uretra e sua lavagem retrograda podem deslocar alguns calculos. Porém, a cateterizacdo da
uretra para a bexiga pode ser dificil em pequenos ruminantes devido as particularidades
anatdmicas, como a flexura sigmoide e, principalmente, o diverticulo uretral na regido do arco
isquiatico. Como o cateter move-se dorsalmente na uretra na regido perineal e comeca a
arquear-se cranialmente sobre o pubis, invariavelmente, encontra o recesso uretral e ndo
atinge a bexiga. Ignorar o recesso uretral pode levar a manipulacéo forcada do cateter para
alcancar a bexiga, causando sua ruptura, com subsequente acumulo de urina no tecido
perineal, além de traumatizar o canal uretral (10,47).

Para a cateterizacdo da uretra e sua lavagem por hidropropulséo retrégrada, o animal
deve ser contido em posicdo sentada. Com o0 pénis exposto pode-se realizar a lavagem
retrograda, utilizando-se solucdo composta de lidocaina (uma parte de lidocaina a 2% para
trés partes de solucdo salina isotonica). Se houver desobstrucdo da uretra, deve-se proceder a
nova lavagem, com solucdo fraca de acido acético. Todo este procedimento deve ser feito
com os devidos cuidados de antissepsia (19).

Janke et al. (48) relataram o uso de uma solucéo acidificante (pH 4,5) para o tratamento
de 25 casos de urolitiase em caprinos, chamada Walpole, cuja composicdo € de 1,16% de
acetato de sddio, 1,09% de acido acético e 97,75% de agua destilada. Este produto tem sido
usado para dissolucdo de calculos de estruvita presentes no sistema urinario em Varias
espécies (19,48). Porém, os autores ndo conseguiram comprovar sua eficacia isolada nos
animais estudados, visto que outros tratamentos foram utilizados, como administracdo de
flunixin meglumine, dexametasona, cloreto de aménio e antibioticos.

Alguns casos tém indicacdo cirdrgica para manter a vida do animal, mas é muito
provavel a sua inutilizacdo para a reproducdo (3). A uretrotomia, com posterior desobstrucdo
da uretra, a uretrostomia perineal, ou a cistotomia com a implantacdo de sonda temporaria
podem ser utilizadas para a manutengdo do fluxo urinario. Para se escolher uma técnica
cirirgica em relacdo a outra, é necessario avaliar as taxas de sucesso observadas entre
diferentes estudos, complicacdes intrinsecas de cada técnica, dificuldades na realizacdo destas
e custo associado com cada procedimento (42,43,46,49,50). Varios autores descreveram
técnicas cirdrgicas para remocdo dos calculos, e retorno do fluxo urinario, no entanto, as
alteracdes metabdlicas acarretadas pela obstrucdo, e os riscos anestésicos contribuem para
resultados insatisfatorios (51,52).

A uretrostomia perineal € uma das abordagens cirurgicas ao bloqueio ou ruptura uretral.
Em geral, este € um procedimento de salvamento que ndo confere resolucdo do problema em
longo prazo. Existem relatos de uretrostomia perineal em ovinos e caprinos, porém, o
insucesso cirdrgico, o curto periodo de sobrevida (em razdo das estenoses) e 0 baixo
desempenho reprodutivo restringem o uso dessa técnica as situaces de emergéncia (43,48). A
cistotomia com hidropropulsdo uretral bidirecional apresenta sucesso em sete de cada oito
casos (42), entretanto, o procedimento ndo é amplamente adotado devido ao tempo cirargico
prolongado (duas a trés horas) e ao risco potencial de ruptura uretral no local da obstrucdo. A
cistotomia e cistostomia com aplicagéo de sonda (cateter de Foley) permitem maior tempo de
sobrevida e retorno a funcéo reprodutiva normal (46,50,51). Esses procedimentos apresentam
em torno de 80% de taxa de sucesso em pequenos ruminantes. Infelizmente, o custo da
cistostomia e a necessidade de tempo prolongado de permanéncia do animal sob
acompanhamento médico veterinario (duas a trés semanas), podem restringir seu uso a
animais de estimacdo e reprodutores (10,49).

Cirurgias por laparoscopia ja sdo bem estabelecidas na rotina de bovinos e equinos,
porém seu uso em pequenos ruminantes é limitado as biotécnicas de reproducdo, como
inseminacdo artificial e transferéncia de embrido (39). Franz et al. (45) avaliaram laparoscopia
para implantacdo de cateter na bexiga pelo flanco direito em carneiro, e constataram que esta
técnica deve ser considerada como uma alternativa a laparotomia. Hunter et al. (39)
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descreveram a técnica de marsupializacdo da bexiga por laparoscopia em casos de obstrucao
uretral recorrente, apds uretrostomia perineal em caprino.

Assim como é feito em humanos, intervencdes cirdrgicas com endoscopio podem
alcancar o local de obstrucéo, e realizar laser litotripsia na tentativa de remog&o de calculos. A
técnica ja foi utilizada em bovinos (53), suinos e pequenos ruminantes (25). Em equinos a
técnica necessita de mais estudos para comprovacao de sua eficiéncia (53).

Outro importante método que pode ser adotado € o uso de acidificantes da urina. Em um
estudo foram testados quatro tratamentos: um grupo controle, um suplementado com 6% de
calcio na dieta, outro com 1% de cloreto de amonio na dieta e outro com a suplementacéo de
6% de Ca e 1% de cloreto de amonio. Observou-se uma incidéncia de 13% de urolitiase no
grupo controle, 18% no grupo suplementado apenas com Ca e nenhum caso nos tratamentos
com cloreto de aménio e Ca. A silica foi o principal constituinte nos urélitos encontrados,
95% no grupo controle e 94% no grupo suplementado com Ca (54). A suplementacdo com
cloreto de aménio concomitante a proporcdo correta de Ca : P reduziu a incidéncia de
calculos de silica (55).

Prevencao

Em vista da dificuldade de tratamento e das complicagbes da urolitiase, que leva
principalmente a inutilizacdo do macho para a reproducéo e, consequentemente, a perda de
grandes valores genéticos e econdmicos, a doenca deve ser prioritariamente prevenida (3,13).

Os melhores resultados sdo obtidos com a prevencédo da doenca diante da alta letalidade,
antes que se inicie a formacdo do célculo, visando a integridade produtiva do animal (3,47).
Dentre os métodos de prevencdo, a acidificacdo urinaria é uma alternativa eficiente (55,56).

Para isso, deve-se conhecer a composicdo quimica dos urdlitos e corrigir todos 0s
possiveis fatores que podem estar relacionados com a sua formacdo (11). O principal fator que
deve ser corrigido é a relacdo Ca : P da dieta, evitando assim o excesso de fésforo na urina.
Os animais ndo devem sofrer restrigdes hidricas, principalmente quando em locais estranhos,
logo apds periodos de viagem. Suplementacao alimentar com cloreto de s6dio em torno de 2 a
5% da dieta total auxilia na prevencdo da urolitiase, pois aumenta o consumo de éagua
provocando diurese (2,57).

A prevencdo dos calculos de silica depende de um consumo adequado de agua, que
causa diluicdo do &cido silicico. Se os animais consumirem quantidades de sal que aumentem
0 consumo de agua acima de 20% do peso corporal por dia, a formacao de célculos de silica
sera completamente suprimida. Em pastagens com alto teor de silica e acido oxalico, 0s
machos devem ter acesso restrito a ela (28).

Animais confinados, que estiverem com deficiéncia de vitamina A, podem ser
suplementados, 0 que evita a descamacado excessiva do epitélio das vias urinarias (9). Porém,
Lindley et al. (27) ndo observaram interferéncia da vitamina A na incidéncia de urolitiase em
carneiros.

O retardo na castracdo deve ser considerado, pois favorece maior didmetro da uretra, o
que facilita a excregé@o de calculos menores. Porém, sabe-se que na rotina de confinamento de
cordeiros ndo se adota esse procedimento, visto que os animais sdo abatidos precocemente
(17).

A acidificagdo da urina € um dos métodos mais eficientes e baratos na prevencdo da
urolitiase. Pode ser realizada com a administracdo de dieta anionica (58) e o uso de
substancias que induzem a diminui¢do do pH urinario (56). O cloreto de amonio pode ser
utilizado na prevencéo de urolitos de estruvita e fosfato de calcio, que séo preferencialmente
formados em pH alcalino (12,55,56). Ele pode ser adicionado na alimentagédo para tornar-se
palatavel em 0,5% a 1,0% da dieta total ou 2% no concentrado (57). Quando administrado
individualmente pode-se utilizar a dose de 5 a 10g/animal/dia (9,19,44).
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Ferreira (13) observaram a acidificacdo do pH urinario em ovinos tratados com
400mg/kg/PV de cloreto de amodnio/dia. Houve diminuicdo do pH a partir do segundo dia da
administracdo, e os valores se mantiveram menores que 6,0 durante os 21 dias de
experimento, de forma satisfatoria. Mavangira et al. (56) ndo conseguiram acidificar a urina
de caprinos utilizando 200mg/kg/PV de cloreto de aménio. Com dose de 400mg/kg/PV, o pH
da urina ficou abaixo de 6,5, porém 24 horas ap6s, 0 pH aumentou, mesmo com uma segunda
administracdo. J& com 500mg/kg/PV o pH urinério abaixou de 8,0 para 5,5, em 12 horas ap0s
a segunda administracdo. Em estudo recente, Ferreira (3) observou a acidificacdo urinaria
logo na primeira afericéo, sete dias ap0s o inicio do tratamento, e 0 pH se manteve menor que
6,1, utilizando dose de 400mg/kg/PV/dia. durante todo o periodo experimental.

O cloreto de amonio induz acidose e diurese transitdria por ser absorvido pelo trato
gastrointestinal e ser convertido no figado em ureia e &cido cloridrico (HCI), pela ornitina. No
limen intestinal, os fons de hidrogénio (H") e o cloreto (CI) podem ser absorvidos ou
excretados, necessitando de ions bicarbonato (HCOj3) para neutralizar esses ions. O CI™ age
com um doador de H*, provocando acidose metabolica. O H* é excretado diretamente pelos
tibulos renais para compensar a acidemia, produzindo urina &cida, ou se combina com o
HCOj3 para formar &cido carbdnico, que se dissocia em H,O e CO,. O CO; entdo é expirado,
restando o CI" e a ureia, que provocam diurese osmatica, com o cloreto sendo excretado como
um sal com o sodio (Na) e volume equivalente de dgua (58,59).

Ferreira et al. (60) utilizaram a dose de 400mg/kg/animal/dia de cloreto de aménio e
avaliaram a acdo desse produto sobre o equilibrio acido-basico e eletrolitico de ovinos
confinados. A acidificacdo urinaria foi mantida enquanto houve a administracdo junto a dieta
total. Os valores de Na* e K" permaneceram dentro da normalidade para a espécie. O cloreto
de amobnio provocou acidose metabdlica hiperclorémica compensada, comprovada pelos
valores reduzidos de HCO3, EB e SID, pelos valores elevados de CI" e pelo pH sanguineo
normal. Concluiu-se que o cloreto de aménio, apesar de provocar diminuicdo da reserva
alcalina no organismo, ndo interferiu com o desenvolvimento dos animais, podendo ser
empregado como agente preventivo da urolitiase obstrutiva em ovinos.

A utilizacdo do cloreto de am6nio na prevencdo do calculo de silica é controversa.
Radostits et al. (9) afirmaram que ndo héa influéncia deste composto na prevencao de urolitiase
por silica, no entanto, Stewart et al. (55) obtiveram bons resultados em experimento
controlado, com ovinos alimentados com dieta bésica de 50% de feno e 50% de aveia,
contendo 3,3% de 6xido de silica.

A vitamina C (&cido ascoOrbico) é citada pela literatura como tendo resultados
satisfatorios quando administrados de 3 a 4mg/kg/dia (19,44), embora tenha sido comprovado
que o pH urinario em ovinos ndo permaneceu constantemente &cido (13).

O acido ascoérbico € facilmente absorvido no jejuno e ileo na presenca de sédio, e atinge
niveis séricos relativamente elevados. Além de ser substdncia de pH baixo, quando
administrado em altas doses é excretado pelos rins, promovendo oxido reducdo e transporte
de H*, o que acidifica a urina. Entretanto, a vitamina C parece ter menor absor¢io nos
ruminantes devido a a¢do bacteriana do rimen (61).

A conservacao e administracdo do acido ascorbico podem apresentar alguns problemas,
pois por ser facilmente degradado em estado liquido e com a exposicdo a luz, exige protecdo
do frasco e aplicacdo imediatamente apos a diluicdo do medicamento (60). Como seu
fornecimento, para ter efeito acidificante exige aplicacdo diaria, seu uso ndo € indicado por
outros pesquisadores (18).

CONSIDERAGCOES FINAIS

O aumento da incidéncia de casos de urolitiase obstrutiva em ovinos deve-se,
principalmente, ao crescimento dos rebanhos comerciais e confinamentos para abate, visto
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que se observa crescente demanda da carne ovina pelo mercado consumidor brasileiro. Para a
terminacdo do cordeiro e abate precoce, o produtores utilizam dietas ricas em gréos a fim de
obter maior conversdo alimentar, e em posteriormente, melhor rendimento de carcaca. Esta
alimentacdo quando desbalanceada pode predispor ao desenvolvimento da doenca. Os machos
destinados a reproducdo, de alto valor genético, e que participam de exposicOes e feiras
agropecuarias também recebem alimentacdo rica em concentrado, e portanto também séo
suscetiveis a urolitiase obstrutiva.

Diante da dificuldade da reversdo dos sinais clinicos e do tratamento, a prevencao torna-
se a melhor opcdo para combater a enfermidade. Os métodos mais eficazes para impedir a
formacdo dos urdélitos sdo obtidos: pelo uso de dietas balanceadas, pela castracéo tardia dos
machos, pelo fornecimento de agua limpa e de acesso facil, e pela administracdo de
acidificantes urinérios. O cloreto de am6nio adicionado a dieta total dos ovinos é eficaz para a
manutencdo do pH é&cido da urina, e consequentemente para a prevencdo da urolitiase
obstrutiva nos rebanhos.
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PRESSAO ARTERIAL EM CAES: UMA REVISAO
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RESUMO

A avaliagdo da pressdo arterial sanguinea é uma ferramenta indispensavel na prética clinica
veterinaria e na monitoracdo de pacientes anestesiados ou sob cuidados intensivos, devido sua
utilidade nos diagndsticos, tratamento e acompanhamento de diversas doencgas. Além do fator
patoldgico, a pressdo arterial sanguinea também sofre influéncia de diferentes variaveis, tais
como idade, raga, sexo, temperamento (ansiedade e estresse principalmente durante o
atendimento - “Sindrome do jaleco branco), estado de doenca, atividade fisica e, em menor
intensidade, dieta dos animais. Uma das principais indicacOes para a avaliacdo da pressao
arterial é a observacdo de alteracdes clinicas devidas a hipertensdo em animais, caracterizada
por lesdes no sistema nervoso e cardiovascular, rins e olhos. Ndo menos importante, a
avaliacdo da pressdo torna-se também imprescindivel nos estados hipotensivos, que
representam um risco iminente de morte. As técnicas empregadas na medicdo da pressdo
arterial correspondem as formas invasivas (diretas) ou ndo invasivas (indiretas), cuja
correlagdo vem sendo alvo de estudos e aprimoramento dentro da clinica veterinaria de
pequenos animais. Assim, 0 objetivo desta revisdo € reconhecer a importancia da mensuracao
da pressdo arterial dentro da rotina da clinica veterinéria, estudando a influéncia das variaveis
associadas ou ndo a elevacdo da pressdo arterial, comparando os diferentes métodos
empregados para sua obtencéo.

Palavras-chave: pressdo sistémica, canina, hipertensdo, diastdlica, sistolica.
BLOOD PRESSURE IN DOGS: A REVIEW
ABSTRACT

The evaluation of blood pressure is an essential tool for veterinarian clinical practice and for
monitoring anesthetized patients or patients in intensive care, because of its usefulness in
diagnostics, treatment and monitoring of several diseases. Apart from the pathological factor,
the blood pressure also suffers the influence of different variables, such as age, breed, gender,
temperament (anxiety and stress especially during the treatment, “white coat syndrome”),
disease state, physical activity and, with lower intensity, animal’s diet. One of the main
indications of the evaluation of blood pressure is the observation of clinical changes due to
hypertension in animals, which lesions characterize one in the nervous and cardiovascular
systems, kidneys and eyes. Not least important, the evaluation of blood pressure is also
essential in hypotensive states, which represent an imminent risk of death. The techniques
used in measuring blood pressure correspond to invasive forms (direct) or non-invasive
(indirect), whose correlation has been the subject of study and improvement within the small
animal clinic. Thus, the purpose of this review is emphasize the importance of measuring
blood pressure within the veterinary clinic routine, studying the influence of variables
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associated or not with elevated blood pressure, comparing the different methods used to
obtain the blood pressure.

Keywords: systemic pressure, canine, hypertension, diastolic, systolic.
PRESION ARTERIAL EN PERROS: UNA REVISION
RESUMEN

La evaluacion de la presion arterial es una herramienta indispensable en la clinica veterinaria
y en la supervision de pacientes anestesiados o0 en terapia intensiva, debido a su utilidad en el
diagnostico, en el tratamiento y en la vigilancia de diversas enfermedades. Ademas de los
factores patoldgicos, la presion arterial también sufre la influencia de distintas variables,
como edad, raza, sexo, temperamento (ansiedad y estrés, especialmente durante la asistencia —
“sindrome de la chaqueta blanca”), estado de la enfermedad, actividad fisica, y en menor
medida, dietas de los animales. Una de las principales indicaciones de la evaluacion de la
presion arterial es la observacion de los cambios clinicos resultantes de la hipertension arterial
en animales, caracterizadas por lesiones en el sistema nervioso y cardiovascular, los rifiones y
los ojos. Por ultimo, pero no menos importante, la evaluacion de la presion también llega a ser
esencial en los estados hipotensos, que representan un peligro inminente de muerte. Las
técnicas utilizadas en la medicion de la presion arterial corresponden a las formas invasivas
(directas) o no invasivas (indirectas), cuya relacion ha sido objeto de estudios y mejora en la
clinica de pequefios animales. Asi, el objetivo de esta revision es destacar la importancia de
medir la presion arterial en la clinica veterinaria de rutina, estudiando la influencia de
variables asociadas o no con la presion arterial elevada, comparando los diferentes métodos
utilizados para su obtencion.

Palabras clave: presion sistémica, canina, hipertension, diastdlica, sistolica.
INTRODUCAO

O reconhecimento da existéncia da hipertensdo sistémica em cées nos ultimos 15 anos
tem demonstrado a importancia da medicdo da pressdo arterial de maneira sistematica e
padronizada (1).

A correlacdo entre as técnicas invasivas e ndo invasivas tem sido descrita em cdes
anestesiados e conscientes (2,3,4). As técnicas ndo invasivas utilizando o método
oscilométrico tornam a medicdo da pressdo praticavel em cédes conscientes. Os medidores de
pressao oscilométricos de Ultima geracdo apresentam sensibilidade superior aos sistemas mais
antigos, apresentando diversas vantagens em relacdo a outros métodos nédo invasivos (5).

Além das condi¢bes patologicas (doencas renais, insuficiéncia cardiaca,
feocromocitoma, diabetes mellitus, hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo), fatores
fisioldgicos influenciam os valores da pressao arterial (6,7,8).

A pressdo arterial é influenciada pela idade, raca, sexo, temperamento, estado de
doenca, atividade fisica e, em menor intensidade, dieta. A idade e ragca exercem maior
influéncia na pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastolica (PAD) e pressdo
arterial média (PAM) (8).

A ansiedade provocada pela visita ao veterinario (caracterizada pela “Sindrome do
jaleco branco”), presen¢a de estranhos no ambiente, tricotomia, colocacdo e insuflacdo do
manguito, além de outros estimulos de estresse, podem causar a liberacdo de catecolaminas,
levando a uma falsa elevacao da presséo sanguinea (9).

Tebaldi M, Machado LHA, Lourengo MLG. Pressdo arterial em cdes: Uma revisdo. Vet. e Zootec. 2015 jun.;
22(2): 198-208.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 200

Dentro desta constatacdo, o objetivo desta revisdo é reconhecer a importancia da
mensuracao da pressao arterial dentro da rotina da clinica veterinaria, bem como a influéncia
de diferentes fatores significativos que afetam os valores tanto da PAS, quanto PAD e PAM.

O MONITORAMENTO DA PRESSAO ARTERIAL

A avaliacdo da pressdo sanguinea arterial € uma ferramenta importante e indispensavel
na pratica clinica veterindria, devido sua utilidade no diagnostico, tratamento e
acompanhamento de diversas doencas, bem como a monitorizacdo de pacientes anestesiados
ou sob cuidados intensivos (6).

A monitorizacdo de rotina da pressdo arterial permite uma avaliacdo do status
circulatério individual de cada paciente, contudo, segundo Brown et al. (1), a avaliacdo
indiscriminada da pressao sanguinea em animais saudaveis pode incorrer no risco de um
diagndstico errdneo de hipertensdo, muitas vezes induzido pelo proprio estresse. A medicao
periddica da pressdo realizada nos primeiros anos de vida auxilia na determinacdo do perfil
individual caracteristico de cada animal, e ao estabelecimento do padrdo de normalidade ou
referéncia especifico (1)

Uma das principais indicacdes para a avaliacdo da pressao arterial num paciente é a
observacdo de alteracBes clinicas consistentes com lesdo hipertensiva ocular (retinopatia
hipertensiva), renal (azotemia, proteinuria, microalbouminuria, dano glomerular progressivo),
cardiovascular (hipertrofia ventricular esquerda, sopro sistolico, epistaxis) e neuroldgica
(convulsoes, estupor) (9,10). Os 6rgaos mais afetados pela hipertensdo sdo os envolvidos na
regulacdo do fluxo sanguineo (coracdo) e os que contém extensas redes arteriolares ou
capilares (olhos, cérebro, rins) (11,12).

A hipertensdo arterial sistémica se caracteriza pelo aumento constante da PA levando a
seqlielas clinicas. Esta pode ter causas idiopaticas, rara na clinica de pequenos animais, e em
80% dos casos secundaria a outras doencas, sendo no cdo mais comumente associada a
quadros clinicos como: doenca renal crénica, hiperadrenocorticismo, diabetes mellitus e
cardiopatias; e em gatos associada a doenca renal crbénica e cardiopatias, bem como
hipertireoidismo (7,13,14).

As doencas associadas com o aparecimento da hipertensdo sdo mais freqiientes em
animais geriatricos, sendo, portanto pertinente um acompanhamento da pressdo em animais
com idade igual ou superior a 10 anos (1).

A administracdo de agentes farmacoldgicos associados ao risco de desenvolvimento de
hipertensdo como os glicocorticoides, fenilpropanolamina, aminoglicosideos, anfotericina,
ciclosporinas, corresponde a outra indicacdo para a afericdo (1,15). O acompanhamento
clinico da terapia com farmacos com efeitos hemodindmicos (bloqueadores de canais de
calcio ou beta bloqueadores) mediante a afericdo da pressdo é igualmente importante para se
evitar os estados hipotensivos (6).

A avaliacdo da pressdo torna-se também imprescindivel nos estados hipotensivos, que
representam um risco iminente de morte. Valores de pressdo arterial iguais ou inferiores a
90/60 mmHg em animais em choque prolongado elevam o risco de faléncia organica multipla.
A hipotensédo prolongada ndo detectada pode induzir a lesdo hipoxica permanente em Orgaos
como os rins (1,5).

Nos casos em que a pressdo arterial média (PAM) é inferior a 50 mmHg, ocorre uma
resposta isquémica cerebral, sendo a presséo arterial um fator determinante para a avaliacéo
do prognostico, visto que um animal em choque com a PAM menor que 45 mmHg, apresenta
risco iminente de morte com prognostico ruim (16),

A pressao arterial ndo deve ser a Unica forma de avaliar a condi¢cdo hemodinamica do
paciente tanto para fins diagndsticos quanto terapéuticos, visto que a correlacdo de medicdes
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diretas e indiretas aparentemente depende do estado da pressdo arterial (ou seja, hipotenséo,
normotensao ou hipertenséo) (17).

Dentro da constatacdo da importancia da mensuracdo da pressdo arterial, diferentes
fatores significativos afetam os pardmetros tanto da pressdo arterial sistdlica (PAS), quanto
diastélica (PAD) e média (PAM) (14).

A pressdo arterial sofre influéncia da idade, raca, sexo, temperamento, estado de
doenca, atividade fisica e, em menor intensidade a dieta. Fatores como a idade e a raca,
segundo Bodey et al. (8), exercem maior influéncia nas PAS, PAD e PAM. A pressdo
sanguinea tende a aumentar com a idade em cées e gatos, assim como em humanos (8,18);
entretanto num estudo epidemiolégico da pressdo sanguinea em cdes conscientes realizado
por Bodey et al. (8), utilizando amostragem de 1903 cées e 2000 medicbes de pressao
sanguinea arterial, constatou-se uma queda de pressdo em cées de idade avancada (11 cdes
com mais de 16 anos).

Em relag&o as ragas, a avaliacdo da influéncia exercida sobre os valores pressoricos é
complicada pela grande variacdo entre elas. Cada padrdo racial deve ter seus valores
comparados ao seu quadro pressorico padrdo, de acordo com a variagdo normal apropriada,
para confirmacdo de diagndstico fidedigno. Exemplificando este quadro observa-se que na
raca Sighthound, principalmente Deerhounds, as pressdes arteriais médias sdo elevadas
(aproximadamente 10-20 mmHg maior que a média das demais racas) e consideradas
normais, sem efeito deletério ao organismo. Em contraposi¢do, as ragas gigantes apresentam
valores menores de pressao arterial (1,14).

Quanto ao sexo, fémeas possuem valores inferiores de pressao arterial com cerca de 10
mm Hg a menos quando comparadas aos machos; ja animais castrados possuem valores
intermediarios (1).

A correlacdo entre obesidade e hipertensdo é proposta, tanto em cdes como nos
humanos, levando ao aumento da pressdo sanguinea (18,19). Interacdes com doencgas que
levam a obesidade e elevacdo da pressao (como hipotireoidismo) e também com a idade (caes
mais velhos tendem a ter sobrepeso) sdo também descritas (14,20). Segundo Pellegrino et al.
(12), em estudo com cées da raca Golden Retrivier, ha alteracGes significativas no peso
corporeo, principalmente dos trés aos seis meses de idade, influenciando nos valores de
pressdo arterial, e estes valores sdo variaveis dentro de uma mesma raga canina.

Com menor importancia e sem efeitos ainda explicados, animais alimentados com
dietas caseiras apresentaram pressdo sanguinea menor, porém esta diferenca é pouco
significativa, sendo mais percebida nos valores sistolicos da pressao arterial (14).

A pressdo sanguinea também sofre interferéncia do temperamento do animal, cuja
ansiedade e estresse principalmente durante o atendimento (“Sindrome do jaleco branco”),
promove uma elevacado (21). O contrario ocorre com outra variante da pressdo, que € a pratica
de exercicios fisicos regulares cujo padrdo pressérico € menor quando comparado a animais
com vida sedentaria (14).

As técnicas empregadas na medicdo da pressao arterial correspondem a forma invasiva
ou também determinada direta, ou pelas formas nédo invasivas ou indiretas. A forma invasiva
¢ a técnica mais precisa e considerada por grande parte dos autores como o “padrdo ouro”
(15), pois proporciona uma avaliagdo mais fidedigna da pressdo arterial. Requer a colocacéo
de um cateter numa artéria periférica e apesar de tecnicamente mais dificil e mais dispendiosa,
é a requerida em determinadas situagdes clinicas, incluindo cirurgia, traumatologia e na
medicina de cuidados intensivos (3). Tem como vantagem a monitorizacdo continuada da PA
e a facilidade para se colher amostras sanguineas para realizacdo de hemogasimetria (5).

Nos cées 0 vaso sanguineo mais utilizado é a artéria femoral, ou a artéria podal dorsal,
artéria auricular externa e, em animais anestesiados, a artéria sublingual (5,15,22). A técnica
consiste na colocagé@o de um cateter venoso conectado a um transdutor de pressao por um tubo
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rigido e a obtencdo dos valores da pressdo sistolica, diastolica e média, amplificados e
exibidos num monitor fisioldgico (5).

Embora a técnica invasiva descrita seja capaz de propiciar medi¢cdes mais fidedignas e
resultados mais acurados, ela ndo é isenta de erros. Valores inadequados devido ao limen do
cateter, comprimento do sistema, presenca de bolhas de ar ou lavagem incorreta e coagulacao
do sangue, aléem de medo e dor, sdo limitagcGes associadas a técnica (6). O método indireto
também apresenta potencial para complicagcbes como hemorragias, tromboembolismo caso o
cateter fique desalojado, infecgdes secundarias devido artefatos, entre outros (3).

Os métodos indiretos para se medir a pressdo nao sdo invasivos, utilizam medidores
externos sendo mais aplicados na clinica, pois exigem menos esfor¢o de contencdo e técnica
mais simplificada. Dentre estes métodos destacam-se o ultrassdnico por Doppler (Figura 1), o
oscilométrico (Figura 2) e o fotopletismogréfico. O principio utilizado baseia-se na utilizacdo
de um manguito ou cuff insuflavel conectado a um manémetro, posicionado ao redor de um
membro do animal, interrompendo a circulagdo sanguinea. Quando 0 manguito é
desinsuflado gradualmente ocorre a reentrada de sangue na artéria e a pressao exercida para o
repreenchimento é entdo registrada (23).

Manauit

Doppler
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EsfiomomanOmet
Gel
Maauina de

Figura 1. Aparelho Doppler e instrumentos necessarios para aferir a pressdo arterial sistémica
pelo método ultrassdnico. Fonte : Arquivo pessoal.
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Figura 2. PetMap® e cuff’s necessarios para medicdo da pressdo arterial sisttmica pelo
método oscilométrico. Fonte: Arquivo pessoal.

O método Doppler informa apenas a pressao arterial sistolica (PAS) e tém se mostrado
um estimador muito pobre da pressdo arterial diastolica, além do carater ndo automatico do
aparelho, e a auséncia de resposta imediata as alteragdes bruscas de pressdo (24,25). Ja
monitor de pressdo oscilométrico por sua vez detecta as pressdes sistolica, diastélica e média
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(PAS, PAD, e PAM, respectivamente), entretanto suas medidas sdo intermitentes, requer boa
condicdo pressorica, no qual mudancas na qualidade do pulso afetam sua acurécia (24, 25,26)
(Figura 3). Conforme estudo de Rodrigues et al. (27) em animais sob rotina anestesioldgica, o
monitor PetMap® apresentou resultados mais precisos quando posicionado no membro
torécico e principalmente em estado de normotensao.

Embora ndo atendam os critérios da Associacao para Avanco da Instrumentacdo Médica
(AAMI) para exatiddo e precisdo, subestimando os reais valores de PA, os aparelhos
oscilomeétricos possuem uma forte correlacdo das medidas indiretas, obtidas com uma média
de cinco consecutivas estimativas, com a direta (26), e podem ter uma acuréacia mais proéxima
do método invasivo quando sdo selecionados manguito de tamanhos ideais, correspondendo
40% da circunferéncia do membro, em cées, e 30% aproximadamente, em gatos, (4), bem
como a escolha dos locais de mensuracdo adequados (2,3). A mensuragédo da pressdo pode ser
realizada na base da cauda e no membro pélvico, bem como no membro toracico, porém as
duas primeiras sdo menos precisas quando comparadas (28) (Figura 4).

Frequéncia

Presséo Arterial | Presséo Arterial

GRN-Forearm cu“ \
5 - foot : .
REDRndfoct gite/2204

Pressdo Arterial

Figura 3. Painel do medidor de pressao oscilométrico PetMap®. Fonte : Arquivo pessoal.

i

Figura 4. Mensuragdo da pressao arterial sistémica em membro toracico de cdo com auxilio
do medidor de presséo oscilométrico PetMap®. Fonte : Arquivo pessoal.

Tanto o método Doppler quanto o oscilomeétrico, sdo o0s dois unicos métodos
recomendados para a medicdo da pressao arterial indireta em animais, segundo a Veterinary
Blood Pressure Society (5).

A comparacgdo de trés diferentes métodos de medicdo de pressdo utilizados na area da
medicina veterinaria (Doppler, oscilométrico e invasiva), considerando-se diferentes critérios
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segundo Egner et al. (5), concluiu que o método oscilométrico apresenta: capacidade de
reconhecer e interromper a medigdo caso ocorram artefatos, calculo da meédia de todas as
ondas de pulso num periodo de 10 a 15 minutos, ndo requer sedacdo para a realizacdo, boa
tolerancia do paciente, processo de medicdo simplificado, ndo requer preparacdo do local no
paciente, utilizacdo rotineira em pacientes conscientes e nos casos de monitorizacdo de
doenca e/ou terapia, menor tempo para realizacdo da medicdo. Contudo este método assim
como o Doppler ndo é isento de irregularidades.

Alguns autores consideram a técnica razoavelmente precisa em cdes de racas médias e
grandes, mas inadequada em cées de ragas pequenas (<10 kg) e gatos, subestimando o0s
valores da pressdo arterial (21,29). Além disso, suas medidas sdo inacuradas em casos de
hipotensdo grave (24,25,26). De acordo com Shih et al.(30), num estudo com caes
anestesiados, utilizando o monitor oscilométrico, ndo houve precisdo confiavel, comparado a
pressdo arterial invasiva durante estado de hipotensao associada a hemorragia aguda.

Ja em estudo de Cabral et al. (31), conclui-se que valores confiaveis de pressdo arterial
sistélica podem ser obtidos tanto por meio do método Doppler vascular quanto do
oscilométrico, para animais de pequeno, médio e grande porte, e que os valores de pressao
arterial diastolica, obtidos pelos dois métodos, ndo se correlacionam devido a grande variacao
de seus valores, de forma especialmente marcante nos animais de pequeno e médio porte.

Os valores da presséo arterial em mmHg de cdes normais com o método oscilométrico
(Quadro 1) e Doppler (Quadro 2) sdo descritos por alguns autores.

Quadro 1. Valores da pressdo arterial de cdes normais pelo método oscilométrico. Fonte:
Brown et al.(1).

Método Oscilométrico N° de Pressdo sistolica Pressdo Pressdo
Autores animais média diastolica
Bodey e Michell (14) 1267 131+ 20 97 +£ 16 74+15
Coulter et al (32) 51 144 + 27 110 £21 91+20
Kallet et al (33) 14 137 +£ 15 102 +£ 12 82+14
Stepien et al (34) 28 150 + 20 108 + 15 71+18
Meurs et al (35) 22 136 + 16 101 +11 81+9

Quadro 2. Valores da presséo arterial de cdes normais pelo método Doppler. Fonte : Brown et
al.(1)

Método Doppler (Autores) N° de animais Pressdo sistolica
Chalifoux et al (36) 12 145 + 23
Stepien et al (34) 28 151 + 27
Remillard et al (37) ) 150 + 16

Com base nos problemas associados ao emprego de monitores oscilométricos
desenvolvidos para uso em pacientes humanos, que freqiientemente fornecem valores de
pressdo com margem de erro clinicamente inaceitavel (> 20 mm Hg), ou mesmo ndo possuem
a capacidade de fornecer leituras de pressdo arterial em animais de pequeno porte, um novo
monitor oscilométrico (PetMap®) especificamente desenvolvido para uso clinico veterinario
foi langado em 2005 (38).

Por tratar-se de um método oscilométrico de ultima geragdo possui sensibilidade
superior aos sistemas mais antigos, apresentando como vantagens em relacdo ao método
Doppler pelo pequeno tamanho, silencioso, permitindo que o animal permane¢a menos
estressado, melhorando a precisdo da medicdo (Figura 5). Promove uma menor margem de
erro devido a inexperiéncia do operador, uma vez que as leituras da pressao sistélica e
diastdlica sdo automatizadas e simultaneas, ndo exigindo a interpretacdo dos sons (38).
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Um estudo comparativo cujo escopo foi a determinacdo da acuidade de dois métodos
indiretos - oscilométrico e Doppler - em 20 cdes saudaveis conscientes, pela medicdo
simultanea com método direto, concluiu uma correlacdo entre a pressao mensurada na artéria
coccigea (cauda) com o método oscilométrico e na artéria metatarsica pelo método Doppler.
Observou-se também neste estudo, uma maior correlacdo entre os valores da pressao
mensurados pelos métodos diretos com o indireto, ap6s a média de cinco mensuragdes
consecutivas (26).

Segundo Sawyer et al. (39) a comparacdo entre a mensuracao da pressdo pelo método
oscilometrico indireto e direto em cées anestesiados com isofluorano, demonstrou que a
pressdo sistélica e média em estados de hipotensdo foram essencialmente semelhantes entre
os dois métodos, contudo os valores para pressdo normal ou elevada foi subestimada.

O estudo da pressdo arterial sistélica, média, diastdlica e da frequéncia cardiaca pelo
método indireto oscilométrico (PetMap®), realizado em 150 cées investigou a influéncia dos
fatores como presenca do proprietario, estado de saide, diagnostico de doenca renal, raca,
idade, sexo, decubito, contencdo, fluidoterapia, condicdo corporea, temperamento, atividade
fisica, dieta e atitude associados ou ndo a elevacdo da pressdo arterial. Dos 150 caes, 34%
encontravam-se sob a categoria de risco minimo para o desenvolvimento de lesGes
hipertensivas, 14,6% com hipertenséo branda, 22,6% com hipertensdo moderada e 28,66%,
com hipertensdo grave. Houve influéncia, dos fatores analisados, na elevacdo da pressdo
arterial de acordo com a categoria de risco (40).

Independentemente do método utilizado deve-se lembrar de que ndo sao isentos de erros
e que nem todos os métodos sdo adequados a todos os pacientes. A medicdo da pressdo deve
ser realizada com aparelhos previamente validados para a espécie de acordo com 0s critérios
de validacdo de aparelhos indiretos de mediacdo de pressdo arterial em humanos pela
Associacdo para Avanco da Instrumentacdo Médica (AAMI) (1) em questdo e em animais
conscientes.

‘) N ;
Figura 5. Mensuracdo da pressdo arterial sistémica em membro toracico de cdo ao colo do
proprietario, minimizando o estresse, com auxilio do medidor de pressdo oscilométrico
PetMap®. Fonte : Arquivo pessoal.

CONSIDERACOES FINAIS

A monitoracdo da pressao arterial em cdes faz parte da avaliacdo clinica sendo de
grande valia para deteccdo do estado circulatorio normal e dos estados hiper ou hipotensivos
decorrentes das afecgdes clinicas em cdes. A metodologia empregada deve ser validada para
gue ndo se incorra em erros e institua-se o tratamento inadequado ao paciente. O diagnostico
da hipertensdo deve ser feito de maneira criteriosa seguindo-se as diretrizes e padrdes
estabelecidos uma vez que diversos fatores influenciam na determinagéo da pressao arterial. O
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conhecimento de tais fatores por parte do clinico minimiza a ocorréncia de erros tdo comuns

na

determinacéo do estado hemodinadmico do paciente.
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RESUMO

Rhodococcus equi constitui a causa mais comum de pneumonia infecciosa severa em potros
com 1 a 4 meses de idade. O diagndstico por imagem associado a outros exames
complementares exerce um importante papel no diagnéstico da rodococose. A radiografia é
considerada a principal técnica de imagem para avaliacdo do torax, embora a ultrassonografia
também seja um método viavel. Apesar de suas limitagdes, ambos se complementam. O
presente relato de caso descreve as imagens radiograficas e ultrassonograficas de uma potra
Quarto de Milha acometida pela enfermidade, bem como a importancia de cada método para o
diagnostico.

Palavras-chave: potros, pneumonia, Rhodococcus equi, radiografia, ultrassonografia.

RHODOCOCCUS EQUI PNEUMONIA IN A QUARTER FOAL:
RADIOGRAPHIC AND SONOGRAPHIC DIAGNOSIS

ABSTRACT

Rhodococcus equi is the most common cause of severe infectious pneumonia in foals between
1 and 4 months of age. Imaging, in combination with other complementary exams, plays an
important role in diagnosis of rhodococcosis. Radiography is considered the main imaging
technique for evaluation of the thorax, although ultrasonography is also a viable method.
Despite their limitations, they complement each other. The present case report describes
radiographic and ultrasonographic images in a three month old Quarter foal affected by the
disease, as well as defines the importance of the methods in the diagnosis.

Keywords: foal, pneumonia, Rhodococcus equi, radiography, sonography.
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NEUMONIA POR RHODOCOCCUS EQUI EN POTRA CUARTO DE MILLA:
DIAGNOSTICO MEDIANTE RADIOGRAFIA Y ECOGRAFIA

RESUMEN

Rhodococcus equi es la causa mas comdn de neumonia infecciosa grave en potros de 1 a 4
meses. El diagnostico por imagen, asociado con otros examenes, desempefia un papel
importante en el diagnostico de la enfermedad. La radiografia se considera la técnica de
imagen principal para la evaluacion del térax, aunque la ecografia es también un método
viable. A pesar de sus limitaciones, ambos se complementan. Este caso describe las
caracteristicas radiograficas y ecograficas en una potra Cuarto de Milla afectada por la
enfermedad y la importancia de cada método para el diagndstico.

Palabras clave: potros, neumonia, Rhodococcus equi, radiografia, ecografia.
INTRODUCAO

Rhodococcus equi é considerado, no Brasil, um dos mais importantes patdégenos
bacterianos de potros de um a quatro meses (1), causando frequentemente broncopneumonia
cronica supurativa, com extensa abscedacao (2), além de linfadenite supurativa (3).

Os métodos de imagem constituem uma importante ferramenta para o diagnéstico de
alteracdes causadas por Rhodococcus equi (R. equi). Embora a radiografia seja considerada a
principal técnica de imagem para a avaliagdo torécica, estudos realizados por Ramirez et al.
(4) sugerem que a ultrassonografia seja uma modalidade acessivel e bastante viavel na
identificacdo de potros com lesdes pulmonares por R. equi. Os resultados do exame
ultrassonografico podem ser prontamente avaliados e mais sensiveis em relagdo aos do exame
radiografico no que diz respeito a deteccdo de lesdes nos estagios iniciais de desenvolvimento
da enfermidade (5). O ultrassom apresenta também grande importancia no monitoramento e
acompanhamento da evolucdo clinica dos potros, uma vez que parecem clinicamente
melhores muito antes que os abscessos tenham se resolvido. Nesses casos, evita-se que 0
tratamento seja descontinuado precocemente e que ocorram recidivas (6). McCracken e Slovis
(7) verificaram que exames ultrassonograficos toracicos frequentes, associados ao tratamento
de potros com rodococose subclinica, levaram a reducdo do numero de animais acometidos.

RELATO DE CASO

Potra da raca Quarto de Milha, 40 dias de idade, foi encaminhada ao Hospital
Veterinario da FMVZ, UNESP, Botucatu, SP, apresentando secrecdo nasal e dispneia ha 30
dias, além de diarreia desde a admissdo na triagem. Ao exame fisico, o animal apresentava
hipertermia, tosse produtiva, respiracdo abdominal, dispnéia mista, taquipnéia, estridor
traqueal, aumento dos ruidos traqueobrénquico e broncobronquiolar e crepitacdo grossa
pulmonar. Os exames laboratoriais revelaram leucocitose por neutrofilia, anemia e azotemia.
Foi solicitada radiografia toracica (figura 1A) que constatou significativa opacificacdo de
campos pulmonares com padréo alveolar, mais evidente em regido peri-hilar. Ademais, foram
observadas multiplas areas circunscritas radiopacas cavitarias, com certa linha de fluido,
compativeis com abscessos. Para melhor caracterizacdo das lesdes, exame ultrassonografico
torécico foi realizado (figura 1B a F), o qual permitiu a localizacéo e andlise da extenséo das
areas sugestivas de abscessos, delimitagcdo de areas de consolidacdo e hepatizacdo pulmonar,
além da deteccao de irregularidade e espessamento da superficie pleural e artefatos em “cauda
de cometa”. Este ultimo efeito, de acordo com Reef (8), ocorre quando existem pequenas
areas de acimulo de fluido nos alvéolos periféricos.
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Figura 1. A) Ao exame radiografico, opacificacdo de campos pulmonares caudais com
padrédo alveolar e multiplas &reas circunscritas cavitarias entremeadas ao parénquima. (B)-(F):
Ultrassonografia toracica utilizando-se transdutor linear de 7 a 10 MHz: B) Estrutura
hipoecogénica de contornos irregulares, mal definidos, formando artefato de reverberagéo,
compativel com area de consolidacdo. C) Area circunscrita hipoecogénica, de contornos bem
delimitados, formando reforgo posterior, compativel com abscesso pulmonar. D) Multiplos
artefatos em cauda de cometa. E) Extensa area de hepatizacdo pulmonar em porc¢édo
cranioventral dos pulmdes. F) Espessamento e irregularidade da superficie pleural. Setor de
Diagnostico por Imagem, Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
FMVZ, UNESP, Botucatu-SP.

A associacdo das imagens, exames laboratoriais subsidiarios, historico e avaliagdo
clinica possibilitaram o diagnéstico presuntivo de pneumonia por R. equi. Ap6s uma semana,
o animal foi a 6bito e encaminhado para a necropsia, sendo confirmada broncopneumonia
piogranulomatosa (figura 2). Fragmento do pulméo foi semeado no meio de agar acrescido de
sangue ovino (5%) desfibrinado e 4gar MacConkey, em aerobiose, a 37°C. Apds 48 horas de
incubacdo foi observada, no meio de &gar base acrescido de 5-8% de sangue ovino
desfibrinado, a presenca de coldnias lisas, mucdides, brilhosas, irregulares, coalescentes, nao
hemoliticas e de coloracdo salmdo. As colénias foram submetidas a coloracdo de Gram que
revelou cocobacilos Gram-positivos, pleomérficos. Com base nas caracteristicas morfo-
tintoriais, de cultivo, bioquimicas e Camp teste positivo com Staphylococcus aureus, 0 micro-
organismo foi identificado como Rhodococcus equi (9).
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Figura 2. A) e B) Pulméo apresentando piogranulomas e areas de broncopneumonia. C) Ao
corte, aspecto dos nddulos piogranulomatosos com centros necroticos, multifocais a
coalescentes, associados a areas difusas de hepatizacdo vermelha e cinzenta. Setor de
Patologia Veterinaria, Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ, UNESP, Botucatu-SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a rodococose seja frequentemente diagnosticada em potros e as técnicas de
imagem sejam recomendadas como procedimentos auxiliares no diagndstico, na prética,
poucos estudos tém utilizado a radiografia e a ultrassonografia na abordagem diagndstico da
rodococose em animais. O uso de métodos de imagem pode auxiliar no diagnostico precoce
da doenca, fundamental para a instituicdo do tratamento, visando aumentar as taxas de cura.
Ainda, a avaliacdo da extensdo das lesdes observadas na radiografia e/ou ultrassonografia
permite subsidiar o estabelecimento do progndstico dos casos (7,8,10). No presente estudo, 0s
abscessos pulmonares e areas sugestivas de consolidacdo foram diagnosticados tanto por
radiografia como pela ultrassonografia, reafirmando o valor dos métodos de diagndstico por
imagem no plano diagnéstico da rodococose em potros. Leclare et al. (10) verificaram que
potros com pneumonia por R. equi possuiam maior tendéncia a apresentar radiografias com
padrdo alveolar e areas de consolidagdo e padrdo nodular quando comparados aos potros
acometidos por outras bactérias. Ramirez et al. (4) também observaram multiplos abscessos
de diferentes dimensdes, localizados perifericamente, utilizando a ultrassonografia em 16
equinos, dentre 17 que apresentavam areas circunscritas cavitarias radiograficamente. No
presente relato, as lesdes localizaram-se predominantemente em terco médio, do 7° ao 11°
espaco intercostal em hemitorax esquerdo. Em contraste, nos potros do estudo realizado por
Ramirez et al. (4), as lesdes predominaram na regido caudodorsal dos campos pulmonares.

Outras imagens observadas no presente relato, compativeis com o diagnostico por
imagem da rodococose descrita na literatura, foram de hepatizacdo pulmonar em regido
cranioventral dos lobos pulmonares e linfonodomegaliaperi-hilar. A irregularidade e o
espessamento da superficie pleural, assim como os artefatos em cauda de cometa, ndo tém
sido comumente descritos na literatura em potros com rodococose, devido ao fato de se
constituirem em imagens comumente encontradas em outras enfermidades, como a
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pleuropneumonia bacteriana, ndo sendo consideradas caracteristicas especificas da
rodococose.

CONCLUSAO

O presente relato reforca a importancia do uso combinado da radiografia e
ultrassonografia no diagnostico de potros acometidos por R.equi, auxiliando no diagnostico
precoce e no estabelecimento do progndstico dos casos. A radiografia permite uma visdo geral
do torax e a deteccdo de lesdes mais profundas no parénquima, enquanto a ultrassonografia é
mais eficiente em diagnosticar lesGes pulmonares devido as alteragbes parenquimatosas
superficiais, que resultem em janela acuUstica. Entretanto, a ultrassonografia é mais sensivel
para avaliacdo da severidade da pneumonia, deteccdo de lesBes menores que possam passar
despercebidas as radiografias, graduacdo dos abscessos e monitoracdo do tratamento, além de
a maioria das afecces pulmonares envolverem a superficie dos lobos pulmonares, permitindo
alta relacdo com as radiografias toracicas.
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RESUMO

A gastropatia hipertréfica pilérica crénica é o termo que se refere a hipertrofia pilérica sem
especificar se a camada mucosa e/ou muscular estdo envolvidas. O presente trabalho relata
um caso de gastropatia hipertrofica cronica secundéria a gastrite linfoplasmocitaria em um
cdo. O diagnéstico foi confirmado através de celiotomia exploratoria e analise histopatoldgica
e o tratamento instituido através de piloroplastia, bem como terapia imunossupressora foram
fundamentais para a melhora clinica significativa do paciente.

Palavras-chave: estenose pildrica, imunossupressao, piloroplastia, suporte nutricional.

CHRONIC HYPERTROPHIC PYLORIC GASTROPATHY SECUNDARY TO
LYMPHOPLASMACYTIC GASTRITIS IN A DOG - CASE REPORT

ABSTRACT

The gastropathy chronic hypertrophic pyloric is a term that refers to hypertrophic pyloric
without specifying the mucous layer and / or muscle are involved. This paper reports a case of
hypertrophic gastropathy secondary to chronic lymphoplasmacytic gastritis in a dog. The
diagnosis was confirmed by exploratory laparotomy and histopathological analysis and the
treatment by pyloroplasty, as well as immunosuppressive therapy have been fundamental to
the clinical improvement of the patient.

Keywords: pyloric stenosis, immunosuppression, pyloroplasty, nutritional support.
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GASTROPATIA PILORICA HIPERTROFICA CRONICA SECUNDARIA A
GASTRITIS LINFOPLASMOCITARIA EN UN PERRO - REPORTE DE CASO

RESUMEN

La gastropatia hipertréfica del piloro crénica es un término que se refiere a hipertrofia pilérica
sin especificar la capa mucosa y / 0 musculos que esten involucrados. Se presenta el caso de
gastropatia hipertréfica secundaria a gastritis cronica linfoplasmacitica en un perro. El
diagnostico fue confirmado por el andlisis exploratorio de laparotomia y histopatolégico y el
tratamiento por piloroplastia, asi como la terapia inmunosupresora han sido fundamental para
la mejoria clinica del paciente.

Palabras clave: estenosis pilérica, inmunosupresion, piloroplastia, apoyo nutricional.

A gastropatia hipertrofica pildrica cronica (GHPC) € o termo que se refere a hipertrofia
pilérica sem especificar se a camada mucosa e/ou muscular estdo envolvidas. A estenose
pilorica refere-se a hipertrofia muscular benigna do piloro e a hipertrofia crénica da mucosa
antral refere-se a hipertrofia benigna da mucosa pilérica causando obstrucéo da saida géstrica
(1). A hipertrofia provoca a estenose da regido pilérica, diminuindo o tamanho de seu lumen

(2).

Embora algumas pesquisas experimentais tenham sugerido que a gastrina promove 0
desenvolvimento de estenose pildrica, a etiologia da hipertrofia muscular ainda é incerta (3).
Alguns estudos indicam que a gastrite cronica pode levar a hipertrofia generalizada ou focal
da mucosa podendo, de acordo com a localizacdo, gerar obstrugcdo pildrica, sendo
caracterizada como hipertrofia pilérica crénica. Mecanismos autoimunes podem estar
envolvidos no desenvolvimento desta afecgéo (4).

O presente estudo objetiva relatar um caso de gastropatia hipertréfica cronica
secundaria a gastrite linfoplasmocitaria em um cdo, bem como o sucesso e a importancia da
associacao entre a terapia cirurgica e médica como parte fundamental do resultado final.

Um céo da raca Teckel, 12 anos de idade, com 12 kg, escore de condi¢do corporal 6/9,
foi atendido com queixa de hiporexia, apatia e émese ap0s alimentacdo com conteldo
alimentar ndo digerido e liquido esverdeado h seis dias. Ao exame fisico observou-se dor a
palpacdo abdominal em regido mesogastrica e desidratacdo leve. Ndo foram observadas
alteracbes hematoldégicas nem bioquimicas. Ao exame radiografico e ultrassonografico,
observou-se espessamento da parede do estbmago e terapia inicial para gastrite foi instituida:
omeprazol (0,8 mg/kg SID VO até novas recomendacdes), sucralfato (30 mg/kg TID VO/5
dias), ondansetrona (0,5 mg/kg BID VO, até novas recomendacdes) e racdo super premium
com 30% proteina bruta (PB), 18% extrato etéreo (EE), 4,3 kcal de energia metabolizavel
(EM)/grama (necessidade energética de manutencao: kg®’® x 110). Nos retornos seguintes ndo
se observou melhora clinica, com diminuicdo do apetite. Foi instituida fluidoterapia para
correcdo da volemia e prescrita dieta caseira liquida com 41,7% PB, 24,4% EE e 2,3 kcal
EM/grama.

Foram realizadas radiografias contrastadas com sulfato de bario, e observou-se aumento
no tempo de esvaziamento gastrico. Ao exame ultrassonografico observou-se espessamento
da parede géastrica. A auséncia de resposta ao tratamento e o0s achados de imagem
impulsionaram a realizacdo de biopsia géastrica. Apos 13 dias do primeiro atendimento, o
paciente foi submetido ao procedimento cirlrgico para realizacdo da biopsia gastrica,
contudo, no transoperatorio, observou-se hipertrofia focal apenas na regido do piloro. Diante
do achado, procedeu-se com a corre¢édo da hipertrofia pilorica pela técnica de Piloroplastia em
Y-U (Figura 1) e bidpsia da mesma regiéo.
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Figura 1. Imagem fotografica do transoperatorio de um cdo com estenose pilorica secundaria
a gastrite linfoplamocitéria. A. Piloroplastia em Y-U. Inicio da incisdo em formato de Y no
piloro e antro pilérico com tesoura de Metzenbaum. B. Piloroplastia em Y-U. Retalho antral
incisado e pronto para ser suturado. C. Piloroplastia Y-U. Retalho antral suturado no duodeno
e antro pilérico em formato de U.

No pds-operatorio, foi prescrito cefazolina (30 mg/kg BID EV / 10 dias), metronidazol
(25 mg/kg BID EV / 7 dias), ranitidina (2,2 mg/kg BID SC / 10 dias), cloridrato de tramadol
(3 mg/kg TID EV / 5 dias) e dipirona (25 mg/kg TID EV / 7 dias). O paciente foi submetido a
jejum alimentar e hidrico e a alimentagdo parenteral (necessidade energética em repouso:
kg®™ x 70) por trés dias desde o pds-operatério imediato. Posteriormente, enquanto animal
apresentou apetite, foi prescrita a dieta caseira liquida. Animal por cinco dias apresentou
anorexia e foi instituido suporte nutricional enteral via sonda nasoesofagica.

O fragmento de estbmago coletado foi encaminhado para avaliacdo histopatoldgica no
qual foram observados fragmentos de mucosa de corpo e fundo com raros focos de lesdo
intraepitelial, com intensa congestdo e hemorragia de vasos em lamina propria. Presenca de
moderado infiltrado linfoplasmocitario em lamina propria. Camada muscular apresentando
numerosos neutréfilos, com intensa fibrose e foco de supuracdo e necrose. A pesquisa de
bactérias do género Helicobacter foi positiva. O diagnostico histopatologico foi gastrite
linfoplasmocitaria moderada, com fibrose e focos de supuracdo em camada muscular (Figura
2). Diante deste resultado, foi instituida terapia com prednisona (2 mg/kg, BID com reducao
gradativa da dose até um total de 21 dias).

O paciente apresentou melhora gradativa significativa e, no ultimo retorno (135 dias
apos a cirurgia), o proprietario relatou animal em bom estado geral com evolucao favoravel
do caso.

Segundo Aspelund e Langer (5), o melhor tratamento para a estenose pilérica, mesmo
gue secundaria a gastrite é o cirdrgico, o qual diminui a obstrucdo pilorica, que é a causa do
aumento no tempo de esvaziamento gastrico. A Piloroplastia Y-U para corre¢do de hipertrofia
de piloro é descrita como a técnica cirdrgica de maior acessibilidade para ressec¢do da mucosa
pilérica em animais acometidos pela hipertrofia do piloro, sendo capaz de preservar a
mobilidade gastrica, promovendo menor ruptura tecidual, além de aumentar o diametro
luminal do trato de escoamento (6). Segundo Hedlund e Fossum (1), a piloroplastia em Y-U,
como qualquer outra técnica, apresenta algumas complicacdes possiveis, nomeadamente,
necrose da extremidade pontiaguda do flap de tecido géastrico. No periodo transoperatorio
observou-se alteracdo da coloragéo da extremidade do flap, que ndo culminou com qualquer
consequéncia pos-operatdria. Omentopexia foi realizada com o intuito de favorecer a
cicatrizacdo, bem como fornecer suporte tréfico para a extremidade do flap. E sabido que a
utilizacdo da omentopexia é tida como sucesso em diversos procedimentos cirirgicos. As
propriedades terapéuticas do omento se devem a sua capacidade de induzir reparacao a partir
da revascularizacéo tecidual e atuar como barreira fisica, protegendo as estruturas (7).
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Figura 2. Gastrite linfoplasmocitaria moderada, com fibrose e focos de supuracdo em camada
muscular. A. Fragmento de mucosa de corpo e fundo com focos de leséo intraepitelial, com
presenca de infiltrado moderado linfoplasmocitario em ldmina propria, cama muscular com
inimeros neutrofilos (seta). Aumento de 40X. B. Focos com lesdo intraepitelial com a
presenca de eosinofilos (seta) e intensa congestdo e hemorragia de vasos em lamina prépria
(simbolo). Aumento de 100X.

O suporte nutricional foi instituido deste o inicio do caso, pois se sabe que animais em
balango energético negativo apresentam maiores taxas de obito, além de diversos fatores que
pioram o prognéstico como imunossupressao, dificuldade de cicatrizacdo de feridas e
metabolismo prejudicado de farmacos (8). No poés-cirurgico imediato o animal recebeu
nutricdo parenteral seguindo o recomendado por Brunetto et al. (9). Diversos trabalhos
enfatizam a importancia do uso precoce do suporte nutricional enteral de modo a prevenir
depressao do sistema imune, decréscimo nos niveis de albumina sérica, catabolismo muscular,
translocacdo bacteriana, sepse, faléncia maltipla de 6rgdos e 6bito (8). Para tanto, antes da
cirurgia e assim que foi descartada a possibilidade de émese e deiscéncia da sutura gastrica,
iniciou-se a alimentacdo via sonda nasoesofagica e dieta caseira de alta energia. Com animal
apresentando normorexia, foi prescrito alimento comercial de alta digestibilidade e energia
uma vez que, com a finalizagdo da terapia imunossupressora, ndo houve nenhum sinal de
recorréncia do quadro.

O sistema imune intestinal € constantemente exposto a inumeros antigenos
componentes da microbiota enddgena, organismos patogénicos e derivados da alimentag&o.
Sendo assim, o mesmo realiza importante modulacdo de acordo com a natureza do estimulo
antigénico bloqueando patégenos, porém mantendo preservada a tolerancia para substancias
inofensivas. Se este delicado equilibrio for quebrado um estado inflamatério crénico pode se
instalar (10).

Alguns autores sugerem que doencas inflamatorias do trato gastrointestinal possuam
uma base imunomediada que pode ser reforcada pela inducdo da remissdo ap6s administracdo
de medicamentos imunomoduladores. O aumento de células IgE positivas em cédes doentes
comparados a cdes saudaveis € um outro aspecto que também sugere o envolvimento de
reacOes de hipersensibilidade na patogénese da doenca inflamatéria intestinal (DII) canina
(11), assim como o aumento da concentragdo de eosindfilos e mastécitos em cdes com
gastroenterite eosinofilica (12). A quebra da barreira mucosa, independentemente da causa
priméria (bactérias, agentes quimicos) também pode levar a exposi¢do de antigenos, tornando
0 processo cronico (13) e é reforcado pela reducdo da apoptose de linfdcitos, como
demonstrado em cées com DIl comparados aos controles (14).
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O protocolo medicamentoso instituido no referido caso vai de encontro com a literatura
(15) em virtude de o tratamento instituido ter sido baseado em terapia imunossupressora.
Segundo Jergens (16), o uso de prednisona associada ao metronidazol possui alta eficécia, e
séo altamente relevantes para o tratamento da afeccéo. Apesar da hipertrofia do piloro
secundaria a gastrite linfoplasmocitaria ndo ser completamente esclarecida pela literatura, a
associacao de terapia cirdrgica de piloroplastia Y-U com terapia médica a base de antibi6ticos
e agentes imunossupressores foi eficaz no referido caso.
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RESUMO

Hermafroditismo é uma anomalia congénita ou hereditaria do aparelho reprodutor que leva a
caracteristicas sexuais ambiguas no mesmo individuo. Trata-se de uma alteragdo incomum em
cdes, podendo apresentar graus variados de ambiguidade dos 6rgdos genitais determinando
assim a infertilidade. O estudo relata o caso de um cdo sem raca definida que aos seis meses
de idade apresentava anormalidades morfoldgicas de genitalia externa, com a presenca de um
diminuto pénis no canal vaginal. Aos dois anos de idade e apés ter havido o primeiro evento
semelhante ao cio, comprovou-se por exame ultrassonografico a presenca de 0sso peniano. O
canino foi encaminhado para a realizacdo de pan-histerectomia eletiva como tratamento
instituido e o material enviado para exame histopatologico. Com base nos achados
macroscopicos e microscopicos, conclui-se tratar de um animal hermafrodita verdadeiro,
exibindo gbnadas ovotestis bilaterais.

Palavras-chave: cdo, anormalidade morfologica, hermafroditismo.
A CASE OF TRUE HERMAPHRODITISM IN A DOG
ABSTRACT

Hermaphroditism is a hereditary or congenital anomaly of the reproductive tract that leads to
ambiguous sexual characteristics in the same individual. This is an unusual change in dogs,
and may have varying degrees of genital ambiguity thus determining infertility. The study
reports the case of a mongrel dog that at six months of age showed morphological
abnormalities of the external genitalia, the presence of a tiny penis into the vaginal canal. At
two years of age and having been the first event similar to estrous cycle, it was proved by the
ultrasonographic examination the presence of penis bone. The canine was sent to conduct
pan-elective hysterectomy as treatment instituted and the material sent for histopathology.
Based on the macroscopic and microscopic findings, it was conclude that the animal was true
hermaphrodite, showing bilateral ovotestis gonads.

Keywords: dog, morphological abnormality, hermaphroditism.
UN CASO DE HERMAFRODITISMO VERDADERO EN UN PERRO
RESUMEN
Hermafroditismo es una anomalia hereditaria o congénita del tracto reproductivo que conduce
a las caracteristicas sexuales ambiguas en el mismo individuo. Este es un cambio inusual en

los caninos, y puede haber diversos grados de ambiguedad genital lo que determina asi la
infertilidad. El estudio reporta el caso de un perro mestizo que a los seis meses de edad
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mostré anormalidades morfologicas de los genitales externos y presencia de un pequefio pene
en el canal vaginal. A los dos afios de edad después de haber sido la aparicion del primer ciclo
estral, se comprobo la presencia de hueso del pene en ecografia. EI canino fue enviado a
realizar como tratamiento instituido una ovariohisterectomia y el material enviado para
histopatologia. Con base en los hallazgos macroscopicos y microscopicos, se concluye que es
un animal hermafrodita verdadero, donde mostré gonadas ovotestis bilaterales.

Palabras clave: perro, anormalidad morfoldgica, hermafroditismo.
INTRODUCAO

Intersexualidade ¢ um termo utilizado para designar alteraces da diferenciacdo sexual
que resultam na presenca de caracteristicas sexuais de ambos os sexos (1). Esta ma formacao
congénita do desenvolvimento sexual pode ser classificada como hermafroditismo verdadeiro,
pseudo-hermafroditismo e outras formas de reversdo sexual (2-5). O hermafrodita possui
gbnadas de ambos os sexos, podendo ser unilateral (quando uma das gbnadas é ovotestis e a
outra é um ovario ou um testiculo), bilateral (ambas as gbnadas sdo ovotestis) e lateral (uma
gbnada é ovario e outra gbénada testiculo) (6,7,4). No estagio inicial do desenvolvimento
sexual tanto 0 macho quanto a fémea apresentam o mesmo tipo de gbnada indiferenciada ou
bipotencial (8,9). Sua determinagdo sexual normal é realizada por uma sequéncia cronoldgica
de eventos: a determinacdo do sexo cromossémico na fertilizacao, o desenvolvimento do sexo
gonadal e determinacdo do sexo fenotipico (1,9). De acordo com a constituicdo genética do
embrido o sexo gonadal serd definido. Nos embrides XY ocorre formacdo de testiculo,
enquanto no sexo cromossémico XX havera a formacdo de ovérios. Estes eventos sdo
controlados por genes de determinacdo sexual constituintes do gendtipo (2,8,9). A
determinacdo do sexo fenotipico dos machos ocorre sob influéncia de dois horménios: o anti-
mulleriano, produzido nas células de Sertoli do testiculo embrionario, que promove a
regressdo dos ductos paramesonéfricos (ductos de Muller) e a testosterona, secretada pelas
células de Leydig, que promove a diferenciacdo dos ductos mesonéfricos (ductos de Wolff)
em epididimos e ductos deferentes (1,7,9). A testosterona é convertida em diidrotestosterona e
estimula o desenvolvimento da prostata, uretra, pénis, prepucio e escroto. Ja nas fémeas,
havera persisténcia dos ductos paramesonéfricos formando Utero, tuba uterina e vagina, bem
como a regressdo dos ductos mesonéfricos. Sua genitalia externa sera constituida de clitoris,
vulva e pequenos e grandes labios (1,7,9). Tendo em vista poucas descri¢Bes e publicacGes de
hermafroditismo em animais, o presente trabalho tem como objetivo relatar o caso de um céo
hermafrodita verdadeiro, os exames utilizados para o diagnéstico e o procedimento
terapéutico adotado.

RELATO DO CASO

Uma cadela, sem raca definida, de seis meses de idade, foi atendida em uma clinica
veterinaria no Rio de Janeiro com a queixa principal de anormalidade morfologica da
genitélia externa. Apds exame clinico, constatou-se a presenca de um clitéris aumentado de
aproximadamente 3,5 cm de comprimento, suspeitando-se tratar de um diminuto pénis no
canal vaginal. Realizou-se entdo um exame ultrassonografico abdominal evidenciando corpo
uterino dorsoventral a parede da bexiga urinaria e somente visualizou-se 0 ovario esquerdo,
sem alteracGes sonogréficas. A pan-histerectomia eletiva foi o tratamento indicado, entretanto
somente instituida por volta de dois anos de idade ap0s ocorrer 0 primeiro evento semelhante
ao estro. Posteriormente a conduta de anestesia geral e anti-sepsia, o animal foi submetido ao
procedimento cirdrgico, extraindo-se os 6rgdos genitais internos. Todo tecido retirado foi
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conservado em formalina 10% para posterior analise histopatologica. As amostras foram
colocadas em parafina, seccionadas a 3pum e coradas com hematoxilina e eosina.

RESULTADO E DISCUSSAO

No exame clinico, constatou-se a presenca de vulva com morfologia e localizacdo
normais e uma estrutura semelhante a um pénis rudimentar na porcdo ventral do canal
vaginal. Pelo exame ultrassonografico, evidenciou-se a presenca de um 0SSO peniano com
tecido erétil ao seu redor medindo cerca de 3,5 cm assemelhando-se a um pénis verdadeiro
como mencionado por Prestes et al. (10). Localizou-se também corpo uterino medindo 0,8 cm
de didmetro contendo discreto liquido luminal, possivelmente compativel com ciclo estral. A
gbnada esquerda apresentava 1,1 X 0,7 cm com aspecto sonografico e posicdo anatbmica
compativeis com ovério esquerdo. A gbnada direita ndo foi visualizada ao exame. Nao foi
possivel dosar valores de testosterona no canino, ndo sendo esta uma ferramenta utilizada para
compor o diagnéstico. Martin et al. (4) descrevem que dosagens hormonais de testosterona
antes ou apds a estimulacdo com hCG (gonadotrofina coridnica humana) podem mostrar
valores elevados sugerindo a presenca de tecido testicular; entretanto, a obtengdo de niveis
basais também ndo descartara a presencga ou auséncia do mesmo.

Durante o procedimento cirdrgico notou-se a presenca de gbnadas bilaterais situadas
préximas ao pélo caudal dos rins, em posi¢do anatdmica tipica de ovario, porém a imagem
macroscopica assemelhava-se a testiculo e epididimo. Os cornos uterinos também foram
visualizados sem alteragfes macroscopicas (Figura 1). O laudo histopatoldgico revelou que o
animal apresentava Utero com aspecto histolégico normal (Figura 2) e as gbnadas
constituiam-se principalmente por tubulos seminiferos degenerados e presenca de células
intersticiais, com a sua superficie externa, regido cortical, exibindo foliculos ovarianos
(Figura 3). Proximo a cada gonada, suspenso por um tecido conjuntivo denso visualizava-se
oviduto, ducto deferente e epididimo sem a presenca de espermatozéides (Figura 4). Estes
achados histopatologicos corroboram com os achados de literatura que definem a presenca de
tecido testicular e ovariano em um animal hermafrodita, com caracteristicas anatdbmicas
ambiguas independente do sexo cromossdmico (4,10,11).

O aparecimento de estruturas derivadas dos ductos paramesonéfricos em presenca de
testiculos constata que, o mecanismo de acdo do hormdnio anti-mulleriano ndo foi bem
sucedido, havendo entdo a persisténcia dos ductos paramesonéfricos e sua diferenciagdo (9). A
deficiéncia na producdo quantitativa do hormonio anti-mulleriano, a liberagdo do hormonio
antes ou depois do tempo critico para impedir o desenvolvimento testicular, falha em
receptores celulares e ainda a possibilidade da existéncia de uma substancia ndo conhecida
que intervenha na inibicdo do desenvolvimento testicular, sdo algumas das possibilidades da
falha na regressé@o completa dos ductos de Muller (4,10,11). Volino et al. (9) refere-se ainda a
uma funcéo deficiente dos horménios androgénicos contribuindo para a virilizagdo parcial da
genitélia externa, devido a produgdo insuficiente ou ainda uma refratariedade tecidual aos
efeitos androgénicos. Os resultados sugerem um caso de hermafroditismo verdadeiro bilateral,
devido a presenca de gbnadas ovotestis.

Pompeu BSS, Volino W, Lopes LM. Um caso de hermafroditismo verdadeiro em um cdo. Vet. e Zootec. 2015
jun.; 22(2): 221-226.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 224

Figura 1. Imagem macroscopica de érgaos retirados durante o procedimento cirurgico de pan-
histerectomia.

Figura 2. Imagem microscopica de (tero evidenciando endométrio e miométrio sem
alteraces histologicas visiveis. Aumento de 40x.
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Figura 3. Imagem microscépica de génada exibindo cortical com foliculos ovarianos (seta) e
internamente tdbulos seminiferos degenerados. Aumento de 40x.

Figura 4. Imagem microscdpica de oviduto e epididimo ambos suspensos pelo mesmo tecido
conectivo ricamente vascularizado. Aumento 40x.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que este € um caso de hermafroditismo verdadeiro, no entanto as causas ndo
s&o bem esclarecidas e mais estudos devem ser realizados para uma melhor caracterizagdo da
anomalia.
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AVALIACAO TECNICA DE MATERIAL PUBLICITARIO DE PRODUTOS
VETERINARIOS COMO ATIVIDADE DIDATICA COMPLEMENTAR A ALUNOS
DE GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

Marcella Zampoli Troncarelli*
RESUMO

O conhecimento das diferentes esferas de atuacdo profissional, a promocdo do carater
empreendedor e a ampliacdo da visdo de mercado séo de fundamental importancia no ensino
de graduacdo em Medicina Veterinaria. Proporcionar aos alunos atividades praticas interativas
que contribuam com este aprendizado permite a formagdo de profissionais diferenciados,
melhor capacitados e com visdo critica, que poderdo atuar de maneira mais eficiente no
mercado de trabalho. Durante a disciplina de Topicos em Atuacdo Profissional, ministrada a
alunos do quinto ano de graduacdo da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Paulista, campus de Bauru-SP, realizou-se uma exposicao tedrica inicial sobre as diferentes
possibilidades de atuacdo do médico veterindrio na industria de medicamentos e
imunobioldgicos. Em seguida, procedeu-se uma atividade interativa onde os alunos puderam
avaliar tecnicamente diversos materiais publicitarios de produtos veterinarios, segundo
quesitos pré-estabelecidos. Os resultados das referidas avaliagdes sdo apresentados no
presente trabalho. Segundo relatos dos alunos, a atividade realizada contribuiu para a
ampliacdo da visdo empresarial da profissdo, além de permitir o entendimento sobre o
processo de elaboracdo de materiais publicitarios na area médica veterinaria. Relatou-se ainda
que foi possivel assumir uma visdo critica com relacdo a eventuais pontos positivos e
negativos relacionados a forma de apresentacdo técnica dos produtos pelas empresas.

Palavras-chave: Medicina Veterinaria, marketing, produtos veterinarios, alunos, docéncia.

TECHNICAL EVALUATION OF VETERINARY PRODUCTS’ MARKETING
MATERIALS AS AN ADDITIONAL TEATCHING ACTIVITY FOR GRADUATION
STUDENTS IN A VETERINARY MEDICINE FACULTY

ABSTRACT

The knowledge of different areas for professional activities, the promotion of
entrepreneurship and the extension of market vision are extremely important for educational
purposes in Veterinary Medicine graduation courses. When some interactive practical
activities for students’ learning are proposed, it is possible to contribute with the formation of
better trained/differentiated professionals and to improve their critical points of view. By this
way, these future professionals may play an efficient role at the labor market. In this context,
during the “Topics in Professional Performance” discipline, that is given to the fifth degree
graduation students at Faculty of Veterinary Medicine of Universidade Paulista, site in Bauru-
SP Brazil, a special additional activity was developed. Initially, a theoretical exposition about
the different professional possibilities at the industry of veterinary products was presented.
After that, an interactive activity was proposed, and the students were able to evaluate
technically some vet products marketing materials, according to some pre-established criteria.
The results of these evaluations are shown in the present study. According to the students’
reports, this specific activity contributed to amplify their business view of veterinary
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medicine, and allowed to better understand on how a vet marketing material is elaborated.
Students also reported that it was possible to assume a critical view about eventual positive
and negative points related to the different forms of technical presentation of vet products by
companies.

Keywords: Veterinary Medicine, marketing, vet products, students, teaching.

EVALUACION TECNICA DE MATERIALES DE PUBLICIDAD DE PRODUCTOS
VETERINARIOS COMO ACTIVIDAD ADICIONAL DE ENSENANZA A
ESTUDIANTES DEL CURSO DE GRADUACION EN MEDICINA VETERINARIA

RESUMEN

El conocimiento de las distintas areas de actuacion profesional, la promocion del carécter
emprendedor y la ampliacion de la visién de mercado son de fundamental importancia en la
ensefianza de Medicina Veterinaria. Proporcionar a los alumnos actividades practicas
interactivas que contribuyan con este aprendizaje permite la formacion de profesionales
diferenciados, mejor capacitados y con vision critica, que podran actuar de manera mas
eficiente en el mercado de trabajo. Durante la disciplina de Topicos en Actuacion Profesional,
ministrada a alumnos del quinto afio de graduacion de la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad Paulista, campus de Bauru-SP, Brasil, se realiz6 una exposicion tedrica con
respecto a las distintas posibilidades de actuacion del médico veterinario en la industria de
medicamentos e inmunobioldgicos. En seguida, se procedio una actividad interactiva donde
los alumnos pudieran evaluar técnicamente diversos materiales de publicidad de productos
veterinarios, segun criterios pre-determinados. Los resultados de las referidas evaluaciones
son reportados en el presente trabajo. Segun los relatos de los alumnos, la actividad realizada
contribuydé para la ampliacion de la vision empresarial de la profesion, y adicionalmente
permitid el entendimiento sobre cdmo un folleto de publicidad del &rea médica veterinaria es
elaborado. Aun se relatd que fue posible asumir una vision critica con relacion a eventuales
puntos positivos y negativos relacionados a la forma de presentacion técnica de los productos
por las empresas.

Palabras clave: Medicina Veterinaria, marketing, productos veterinarios, alumnos,
ensefianza.

O ensino em Medicina Veterinaria deve acompanhar os novos desafios e tendéncias da
profissdo. Para tanto, os docentes devem realizar efetivamente seu papel como facilitadores
do aprendizado e propor atividades complementares e interativas que promovam a
interdependéncia positiva entre os alunos, bem como a construcéo do conhecimento (1).

Além das questdes técnicas classicas que envolvem o ensino em Medicina Veterinaria,
existe a necessidade de ampliar a visdo dos alunos com relagdo ao carater
empreendedor/empresarial da profissdo, como também aos aspectos voltados ao mercado de
trabalho, seus distintos setores econdmicos e novos nichos e oportunidades profissionais (2).

Uma das importantes areas de atuacdo do medico veterinario que tem apresentado
franco crescimento no pais é representada pela industria de medicamentos e imunobioldgicos.
Estas industrias, de origem nacional ou multinacional, sdo geralmente voltadas a fabricacdo
de produtos para animais de companhia (pets) e/ou para animais de producdo. Estas produzem
medicamentos antimicrobianos, anti-inflamatérios, antiparasitarios, nutracéuticos, vacinas,
entre outros, que devem ser continuamente melhorados e divulgados cientifica e
comercialmente. Sendo assim, a demanda profissional neste setor tem sido cada vez maior,
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considerando o crescimento continuo do mercado pet e a expansao da producdo agropecuaria
no Brasil (3).

O meédico veterinario podera atuar em diferentes setores na indudstria, como: assisténcia
técnica, producdo/desenvolvimento de novos produtos, controle de qualidade, logistica,
registro de produtos e marketing. Especificamente na area de marketing, o profissional deve
realizar, entre outras atividades, a elaboracdo de materiais publicitarios voltados a diferentes
publicos-alvo, promovendo assim a comercializacéo e a utilizacdo correta dos produtos. Para
tanto, o médico veterinario realiza exaustivo trabalho de elaboracdo dos textos técnicos,
revisao, orientacdo estratégica de apresentacdo das informacdes, escolha das ilustragdes, tipo
de material a ser utilizado, além da verificacdo da conformidade com a legislacdo pertinente e
com padrdes éticos, entre outras caracteristicas necessarias a adequada promoc¢do dos
produtos (4,5).

Considerando a importancia de se abordar esta tematica com o objetivo de ampliar a
visdo profissional dos alunos do quinto ano de graduacdo da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Paulista, campus de Bauru-SP, foi realizada uma atividade
interativa complementar a disciplina de “Topicos em Atuagdo Profissional”. Inicialmente,
realizou-se uma exposicdo teorica inicial sobre as diferentes possibilidades de atuacdo do
médico veterinario na industria de medicamentos e imunobioldgicos. Em seguida, procedeu-
se uma atividade de interdependéncia positiva, onde os alunos puderam se reunir em duplas e
avaliar tecnicamente diferentes materiais publicitarios de produtos veterinarios, segundo
quesitos pré-estabelecidos (Quadro 1). Cada dupla ficou responsavel por avaliar apenas um
material publicitario. No total foram distribuidos 21 unidades de materiais publicitarios
distintos entre si, sendo 12 de empresas nacionais e nove de multinacionais.

Dentre os materiais distribuidos aos alunos, encontravam-se 12 folders, um manual
técnico, quatro catadlogos de produtos e quatro folhetos Unicos, voltados a divulgacdo de
medicamentos e imunobioldgicos indicados para animais de companhia e de producdo. Na
ficha de avaliacdo técnica entregue aos alunos, além dos dados constantes no Quadro 1, foi
solicitado registrar o0 nome comercial do produto e da empresa. No entanto, por questfes
éticas, estes dados ndo serdo divulgados.

Com relacdo a qualidade do material, os alunos classificaram 12 com impressdao em
papel especial liso, oito em papel cartdo com verniz e um em papel especial com relevo. Néo
havia nenhum material impresso em papel comum ou reciclado.

De acordo com a percep¢do dos alunos, os folhetos publicitarios veterinarios sdo em
geral produzidos com material de boa qualidade e apresentam de maneira adequada as
informac@es técnicas inerentes aos produtos. Por outro lado, foi possivel identificar, em mais
da metade dos materiais avaliados, a auséncia de informagdes importantes, como precaucgdes e
contraindicacBes dos produtos; orientacdo para consultar sempre o médico veterinario;
referéncias bibliogréaficas dos estudos apresentados; numero de registro dos produtos junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e nome do responsavel técnico
da empresa. Vale ressaltar que muitos alunos alegaram ndo se sentir suficientemente
informados sobre os produtos, com base somente nos materiais publicitarios avaliados.

Segundo relatos dos alunos, a atividade realizada contribuiu para a ampliacdo da visdo
empresarial da profissdo, além de permitir o entendimento sobre o processo de elaboracéo de
um folheto publicitario da area medica veterinaria. Relatou-se ainda que foi possivel assumir
uma visdo critica com relacdo a eventuais pontos positivos e negativos relacionados a forma
de apresentacdo técnica dos produtos pelas diferentes empresas.

Entendemos, portanto, que a presente atividade didatica atingiu os objetivos e podera
ser utilizada como modelo para outras instituices de ensino nacionais.
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Quadro 1. Avaliacdo técnica de 21 unidades distintas de material publicitario relacionado a
produtos veterinarios, segundo a percepcao de alunos do quinto ano de graduagdo em
Medicina Veterinaria, com base em requisitos pre-estabelecidos. Bauru-SP, 2015.

Requisitos para avaliacéo NuUmero %
absoluto de
materiais

As informagdes sdo apresentadas em uma sequéncia légica e didatica 21 100%
Presenca de imagens de animais ou de figuras que remetam a animais 20 95%
Linguagem acessivel 19 90%
Tamanho da fonte permite facil visualizacdo 19 90%
Apresenta dados completos da empresa (endereco, telefone, e-mail) 18 85%
Apresentacdo da formula do produto ou pelo menos do principio ativo 18 85%
Presenca de figuras ou esquemas com fins didaticos 18 85%

Apresentacdo de informacg6es de bula (dosagem/ vias de
administracdo/espécies animais ao qual se destina)

17 80%

A apresentacdo publicitéaria do produto, bem como as informacdes 14

,on . . : . 66%
técnicas contidas, o estimularia a compra-lo?
Se vocé ndo conhecesse o produto, se sentiria suficientemente informado
11 52%
sobre ele?
Presenca de graficos 09 42%
Apresentacdo de referéncias bibliogréaficas 09 42%
Apresenta QR code ou outro recurso que permita o acesso a informagdes
L . 09 42%
adicionais do produto via internet
Apresenta precaucdes ou contraindicagdes do produto 09 42%
Apresenta informagdes sobre consultar sempre 0 médico veterinario 08 38%
Faz mencdo a empresa, sua missdo, visao e valores 06 28%
Presenca de tabelas 04 19%
Apresenta 0 nimero de registro do produto junto ao MAPA 0 0%
Apresenta 0 nome do responsavel técnico da empresa 0 0%
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RESUMO

O Estado do Parad corresponde a 26 % da regido Amazonia brasileira e estima-se que o
rebanho de bufalos represente em torno de 45% da populacdo de bufalos do Brasil,
principalmente, localizados na ilha de Marajo. Este trabalho teve como objetivo comparar trés
diferentes tipos de testes tuberculinicos utilizados para o diagnostico da tuberculose em
bufalos de agua (Bubalus bubalis) e os resultados comparados com animais com e sem
tuberculose. Os resultados deste trabalho permitiram fazer as seguintes conclusdes: o teste
cervical simples em buafalos ndo é recomendavel devido a baixa especificidade, produzindo
uma grande margem de erros (sacrificio de animais falsos positivos); a prova intradérmica
dupla tem baixa especificidade e com o inconveniente de aplicar duas vezes tuberculina,
sendo assim ha necessidade de trés visitas a fazenda, elevando o custo e manejo; o teste
cervical comparativo € o melhor método, pois possui alta especificidade e sensibilidade, pois
as reacOes a tuberculina em bufalos se caracterizam por elevado numero de reacGes
inespecificas devido ao seu habito aquatico.

Palavras-chave: tuberculose, Bubalus bubalis, teste de tuberculina.

COMPARISON OF THREE TUBERCULIN SKIN TESTS USED TO DIAGNOSE
TUBERCULOSIS IN WATER BUFFALOES IN MARAJO ISLAND

ABSTRACT

The state of Paré corresponds to 26% of the Brazilian Amazon Region and contains a herd of
buffaloes that represent around 45% of the buffalo population in Brazil. This herd is located
especially in the Marajé Island. The aim of this study was to compare three different types of
tuberculin skin tests used for the diagnosis of tuberculosis in buffaloes (Bubalus bubalis) and
compare the results with infected and uninfected animals by tuberculosis. The results of this
study allows to the following conclusions: The single cervical test in buffaloes is not
recommended due to the low specificity, producing a large margin of error (sacrifice of false
positive animals); the double intradermal tuberculin test has a low specificity and the
inconvenience of applying twice tuberculin, therefore is necessary three visits in the farm,
raising the costs. The comparative cervical testis is the best method, because it has high
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specificity and sensitivity, and the reactions of tuberculin in buffaloes are characterized by a
high number of nonspecific reactions, due mainly to the buffalo aquatic habit.

Keywords: tuberculosis, Bubalus bubalis, tuberculin skin test.

COMPARACION DE TRES PRUEBAS DE TUBERCULINA UTILIZADAS PARA
DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS EN BUFALOS DE AGUA DE LA ISLA DE
MARAJO

RESUMEN

El estado de Paré corresponde con el 26% en la region Amazonica brasilefia y se estima que
la manada de bufalos representa al rededor del 45% de la poblacién de bufalos de Brasil,
principalmente ubicados en la isla de Marajo. Este estudio tuvo como objetivo comparar tres
tipos distinto de pruebas de tuberculina utilizadas para el diagndstico de la tuberculosis en
bufalos de agua (Bubalus bubalis) y los resultados en comparacion con los animales con y sin
tuberculosis. Los resultados de este estudio proporcionan las siguientes conclusiones: la
prueba cervical en los bdfalos no se recomienda debido a la baja especificidad, la produccion
de una gran margen de error (sacrificio de los animales falsos positivos ), la prueba
intradérmica doble tiene una baja especificidad y la inconveniencia de aplicar dos veces la
tuberculina, lo que no necesita de tres visitas al campo, elevando el costo y la gestion, la
prueba cervical comparativa es el mejor método, ya que tiene una alta especificidad y
sensibilidad, como las reacciones a la tuberculina en los bufalos se caracterizan por un alto
namero de reacciones inespecificas debido a su héabito acuético.

Palabras clave: tuberculosis, Bubalus bubalis, pruebas de tuberculina.
INTRODUCAO

O Estado do Para corresponde a 26 % da regido Amaz6nia brasileira e estima-se que 0
rebanho de bufalos represente em torno de 45% da populacdo de bufalos do Brasil,
principalmente, localizados na ilha de Marajé (1). A tuberculose em bufalos é uma
enfermidade infectocontagiosa de carater cronico, caracterizada pela formacao de granulomas
especificos, denominados tubérculos e seu principal agente etioldgico é o Mycobacterium
bovis (2).

As tuberculinas sdo extratos de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis ou
Mycobacterium avium, que sdo utilizados em testes cutdneos para o diagnéstico de
tuberculose, empregando-se varios tipos, porém, hoje o mais utilizado é o derivado proteico
puro de tuberculina (PPD) (3).

Sdo utilizados varios métodos de reacdo de provas intradérmicas para o diagnostico da
tuberculose usando extratos de Mycobacterium spp. em cultivo como o PPD, sendo hoje os
métodos mais utilizados o teste cervical simples (TCS) e o teste cervical comparativo (TCC)
(4). Entretanto Corréa & Corréa (5) relatam a importancia do uso da prova intradérmica dupla
(PID) em bovinos, destacando que a mesma quando bem empregada € mais especifica que as
demais provas.

Entre os animais que sofrem de tuberculose, o bufalo é bastante comum, principalmente
no gado leiteiro (6), sendo o0s testes tuberculinicos muito utilizados em bovinos. Em
bubalinos, pouco estudo tem estado disponivel sobre o0 assunto (7). Por isso, este trabalho teve
como objetivo comparar a eficiéncia de trés diferentes tipos de testes tuberculinicos utilizando
0 TCS, TCC e a PID comparando os resultados com animais com e sem tuberculose.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados 24 bufalos de agua (Bubalus bubalis), fémeas, com idade superior a 24
meses e pertencentes a uma fazenda localizada no municipio de Salvaterra, na llha de Marajo,
Estado do Para, Brasil (00°45710”S 48°31°01”). O TCS e TCC foram realizados como
recomendado por Brasil (4) e a PID foi realizada conforme recomendado por Corréa & Corréa

(5).

No local da cria¢do, apds o abate e necropsia de todos os 24 animais estudados, foram
examinados seis pares de linfonodos entre os de cabeca (mandibulares, parotideos e
retrofaringeos), tordcicos (mediastinicos e bronquiais), mesentéricos e da carcaca (pré-
escapulares, iliacos, isquiaticos, sacral e inguinal superficial), além de 6rgaos como pulméo,
figado, baco, rim, ubere e 6rgdos genitais.

Para confirmacdo dos resultados da necropsia, foram coletados materiais para a
realizacdo do exame direto por impressdo ou esfregaco corado pelo método de Ziehl-Neelsen
(5). Apbs serem triturados em gral estéril, eram feitos esfregacos em duas laminas que a
seguir eram fixadas ao fogo e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, para observacdo em
microscopio no aumento de 1000 vezes e constatacdo da existéncia de bacilos alcool-acido
resistentes.

Para os materiais que foram negativos para bacilos alcool-acido resistentes no exame
direto o triturado era suspenso em partes iguais em &cido sulfdrico a 8% e, ap6s mistura,
colocado em estufa a 37° C durante 20 minutos, e em seguida neutralizando com hidroxido de
sodio a 8%. Foi entdo colocado em tubos estéreis e submetidos a 3000xg por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento, suspenso em liquido residual. Foram preparadas
duas laminas e coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e examinadas a microscopia em
aumento de 1000 vezes.

Os resultados dos testes de tuberculina positivos e negativos foram comparados aos
achados post mortem e exame microscopico pela distribuicdo de probabilidade condicional,
usando o teste screening para estabelecer a sensibilidade, especificidade, falso-positivos,
falso-negativos, valor preditivo do teste positivo, valor preditivo do teste negativo e acurécia.
Os testes de tuberculina que resultaram inconclusivos foram retirados deste calculo. Os
parametros foram calculados usando o programa BioEstat 5.3 (8).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A necropsia de 18 animais apresentou lesbes compativeis (granulomas) com o quadro
de tuberculose e todos mostraram exame microscopico positivo (presenca de bacilos élcool-
acido resistentes) sendo considerados animais com tuberculose. Apenas seis animais ndo
apresentaram lesdes, que foram considerados como animais sem tuberculose. As tabelas 1 e 2
demonstram os resultados dos diferentes testes realizados em animais com tuberculose e sem
tuberculose, respectivamente.

Os resultados do teste de screening estdo na tabela 3 e demonstram que nos bufalos
estudados o TCS apresenta alta sensibilidade, porém, baixa especificidade, produzindo grande
guantidade de animais falso-positivos, fato que esta de acordo com os resultados obtidos por
Kanameda et al. (9), fator preocupante para o teste, pois a eliminacéo de animais sadios causa
grave problema na economia da propriedade, assim como, a credibilidade do teste utilizado,
portanto o TCS ndo deve ser utilizado em criacGes bubalinas com os parametros de corte, hoje
utilizados no Brasil, que sdo de 4 mm. Roxo et al. (7), Mota et al. (10) e Lopes et al. (11),
também, referem a necessidade de mudanca no critério de interpretacdo para esse teste, que €
amplamente utilizado em bovinos, mas que ndo produzem bons resultados em bufalos.
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Tabela 1. Resultado de trés diferentes testes de tuberculina em bufalos com tuberculose

Resultado TCS TCC PID

N % N % N %
Positivo 18 100 14 77.78 13 72.22
Negativo 00 00 00 00 05 27.78
Inconclusivo 00 00 04 22.22 00 00

Legendas: N= nUmero de animais, %- percentual, TCS- teste cervical simples, TCC- teste cervical
comparativo, PID-prova intradérmica dupla

Tabela 2. Resultado de trés diferentes testes de tuberculina em bufalos sem tuberculose

Resultado TCS TCC PID

N % N % N %
Positivo 04 66.66 00 00 2 33.33
Negativo 01 16.66 02 33.33 3 50.00
Inconclusivo 01 16.66 04 66.66 1 16.66

Legendas: N= ndmero de animais, %- percentual, TCS- teste cervical simples, TCC-teste cervical
comparativo, PID-prova intradérmica dupla

Tabela 3. Resultados do Teste de Screening para trés diferentes testes de tuberculina em
bafalos

Parametros TCS TCC PID

Sensibilidade 100.00% 100.00% 72.22%
Especificidade  20.00% 100.00% 60.00%
Falso-Positivos  80.00% 0.00% 40.00%
Falso-Negativos 0.00% 0.00% 27.78%
VPTP 81.82% 100.00% 86.67%
VPTN 100.00% 100.00% 37.50%
Acurécia 82.61% 100.00% 69.57%

Legendas: TCS- teste cervical simples, TCC-teste cervical comparativo, PID-prova intradérmica dupla,
VPTP-valor preditivo do teste positivo, VPTN-valor preditivo do teste negativo.

Para Langenegger et al. (12), as reacGes cruzadas ocasionadas pela sensibilizacdo do
organismo por varias micobactérias e em distintas situacfes se tornam um problema que
dificulta a interpretacdo do diagndstico alérgico da tuberculose, tanto no homem como nos
animais. Essa questdo, provavelmente, se deve ao habito aquatico dos budfalos, pois esses
animais tém maior contato com micro-organismos saprofitos de estrutura semelhante ao
Mycobacterium bovis, sendo entdo mais propensos a reacoes falso positivas que os bovinos
(13,14). Segundo Monaghan et al. (15), uma das mais potentes fontes de micobactérias
saprofitas é a &gua estagnada e isto deve merecer atengdo quando ocorrem reagentes
inespecificos. A especificidade também pode ser afetada pela tuberculina, o tipo de teste
utilizado e pelos critérios de interpretagdo (16).

Por outro lado, o TCC mostrou alta sensibilidade e especificidade, quando se
considerou apenas animais positivos e negativos, porém, 50% dos animais inconclusivos
apresentaram quadro de tuberculose e 50% ndo apresentaram a doenca. Portanto, 0s animais
inconclusivos nesse teste devem permanecer isolados do rebanho para realizagdo de outros
métodos diagnosticos ou abatidos.

O TCC pode ser utilizado para diferenciar os animais infectados pelo Mycobacterium
bovis daqueles expostos a outras micobactérias ou géneros afins (17). Segundo Von Reyn et
al.(18), o TCC pode, também, ser utilizado em pacientes humanos que sofrem de infecgdo
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pulmonar por Mycobacterium avium ou Mycobacterium tuberculosis sendo esta técnica
bastante especifica (97%) em discriminar infec¢Ges causadas por esses agentes em infecgdes
pulmonares do homem.

E interessante notar que alta sensibilidade e especificidade do TCC neste trabalho
corroboram com o critério de interpretacdo do teste para bovinos e bufalos utilizados no
Brasil (4), portanto, ndo ha recomendacéo da mudanca desses parametros como recomendado
por alguns autores (7,11), pois 0 aumento do critério de interpretacdo do TCC podera produzir
maior nimero de animais falsos negativos, comprometendo o controle da enfermidade.

No presente estudo, alguns animais apresentaram grandes reacdes que dificultaram a
leitura realizada pelo cutimetro (Figura 1), fato esse ja observado por Roxo et al.(7), Awad e
Mahamoud (19) e Shukla e Singh (20) e que chamaram atenc¢éo para as reacdes a tuberculina
serem maiores em bdfalos que em bovinos.

-
»

Figura 1. Reacdo tuberculinica em bufalo apds 72 horas de inoculagcdo de PPD aviario e
bovino (reacdo maior) no Teste Cervical Comparativo.

Por outro lado, muitos animais apresentaram pequenas reacGes que foram positivas
(>4mm) e em muitos animais negativos no TCC foi detectada reacdo a tuberculina aviaria
superior & tuberculina bovina, demonstrando o grande numero de reagdes inespecificas nessa
espécie, provavelmente por micobactérias saprofiticas que sdo mais comuns nessa espécie em
relacdo aos bovinos (9).

A PID utilizada nesse trabalho teve sensibilidade de aproximadamente 72% e
especificidade de 60%, portanto, um teste em que, apesar da baixa especificidade, mostrou
melhores resultados que o TCS em detectar os animais falsos positivos, mas apresentou
resultados falsos negativos de aproximadamente 28%, podendo deixar muitos animais com
tuberculose no rebanho. Outro fator importante € que para realizar a PID sdo necessarias trés
visitas a propriedade encarecendo e tornando esse teste mais laborioso. Por esses fatores, ndo
recomendamos a utilizacdo do referido teste em bufalos.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem fazer as seguintes conclusées: o TCS em bufalos
ndo é recomendavel devido a baixa especificidade, produzindo uma grande margem de erros
(sacrificio de animais falsos positivos); a PID tem baixa especificidade e com o inconveniente
de aplicar duas vezes tuberculina, sendo assim ha& necessidade de trés visitas a fazenda,
elevando o custo e manejo; TCC é o melhor método, pois possui alta especificidade e
sensibilidade, pois as reacfes a tuberculina em bufalos se caracterizam por elevado nimero de
reacOes inespecificas devidas, principalmente, ao seu habito aquatico.
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INFECCOES POR PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM CAES DOMICILIADOS
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RESUMO

Considerando a importancia das parasitoses em cées para a saude publica, este estudo teve
como objetivo determinar a prevaléncia de parasitos intestinais em cées domiciliados e avaliar
os fatores de risco envolvidos na epidemiologia e transmissdo zoondtica destas parasitoses.
Amostras de fezes de 123 cdes foram analisadas pelos métodos de Willis-Mollay e
sedimentacdo espontanea, a fim de determinar a frequéncia de parasitos intestinais. Um
questionario foi usado para obter informacdes sobre as caracteristicas dos animais, bem como
acesso a rua, coabitacdo com outros animais, visita ao veterinario e uso de antiparasitarios.
Foram detectados ancilostomideos (34,9%), Trichuris vulpis (13,8%), Cystoisospora spp.
(4%), Toxocara canis (3,2%), Sarcocystis spp. (3,2%) e Strongyloides stercoralis (0,8%). A
frequéncia de Ancylostoma spp. e T. vulpis foi mais elevada em animais na faixa etaria entre
24 e 48 meses (P<0,05). O parasitismo por Ancylostoma spp. foi associado com a coabitacao
com outros cdes (P<0,05). Cées que foram consultados por veterinarios e tratados com
antiparasitarios apresentaram menor frequéncia de parasitismo (P<0,05). Conclui-se que 0s
caes domiciliados albergam parasitos com potencial de transmissdo zoonoética e que 0s
médicos veterinarios tém um papel fundamental no controle e profilaxia das zoonoses
parasitarias.

Palavras-chave: cdes, diagndstico coproparasitoldgico, parasitos intestinais, zoonose, anti-
helmintico.

GASTRINTESTINAL PARASITES INFECTIONS IN DOMICILED DOGS AND
IMPLICATIONS IN ZOONOTIC TRANSMISSION

ABSTRACT

Considering the importance of parasites in dogs to public health, this study aimed to
determine the prevalence of intestinal parasites in dogs domiciled and evaluate the risk factors
involved in its epidemiology and zoonotic transmission. Stool samples from 123 dogs were
analyzed by the Willis-Mollay and spontaneous sedimentation methods, in order to determine
the prevalence of intestinal parasites. A questionnaire was used to obtain information about
the animals and street access, coexistence with other animals, veterinary assistance and
antihelmintics drugs usage. Hookworm were detected (34.9%), Trichuris vulpis (13.8%),
Cystoisospora spp. (4.0%), Toxocara canis (3.2%), Sarcocystis spp. (3.2%) and Strongyloides
stercoralis (0.8%). The frequency of Ancylostoma spp. and T. vulpis was higher in animals
aged between 24 and 48 months (P<0.05). Parasitism by Ancylostoma spp. was associated
with cohabitation with others dogs (P<0.05). Dogs that have been in veterinary care and under
antiparasitic treatment showed lower frequency of parasitism (P<0.05). We conclude that
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domiciled dogs can harbor potencial zoonotic parasites transmission and that veterinarians
have an important role in the parasitic zoonoses control and profilaxy.

Keywords: dogs, coproparasitological diagnosis, intestinal parasites, zoonosis, anti-helmintic.

INFECCIONES PARASITARIAS GASTRINTESTINALES EN PERROS
DOMICILIADOS Y SUS IMPLICACIONES EN LA TRANSMISION ZOONOTICA

RESUMEN

Considerada la importancia de las parasitosis para la salud publica, el objetivo de este estudio
fue determinar la prevalencia de parasitos intestinales en perros domiciliados y evaluar los
factores de riesgo envueltos en la epidemiologia y la transmisién zoondtica de estas
parasitosis. Fueran examinadas 123 muestras de heces de perros por métodos de Willis-
Mollay y sedimentacion espontanea, para determinar la frecuencia de parasitosis intestinales.
Un cuestionario fue utilizado para obtener informaciones sobre las caracteristicas de los
animales, acceso a la calle, relacion con otros animales, visita veterinaria y la utilizacion de
antiparasitarios. Fueron detectados ancilostomideos (34,9%), Trichuris vulpis (13,8%),
Cystoisospora spp. (4%), Toxocara canis (3,2%), Sarcocystis spp. (3,2%) e Strongyloides
stercoralis (0,8%). La elevada frecuencia de Ancylostoma spp. e T. vulpis fue en animales
entre 24 y 48 meses (P<0,05). El parasitismo por Ancylostoma spp. fue asociado con las
relaciones entre otros perros (P<0,05). Los perros que fueron atendidos por veterinarios y
recibieron antiparasitarios, presentaron menor frecuencia de parasitismo (P<0,05). Se puede
concluir que los perros domiciliados albergan parasitos con potencial zoonotico y que los
veterinarios tienen un papel fundamental en el control y profilaxis de las zoonosis parasitarias.

Palabras clave: perros, diagndstico coproparasitolégico, parasitos intestinales, zoonosis,
antihelmintico.

INTRODUCAO

Os cées sdo os animais de estimacdo que mais convivem com 0 ser humano, e sua
companhia pode trazer beneficios a salde, visto que as pessoas que convivem com estes
animais apresentam diminuicdo de problemas relacionados a pressdo arterial, niveis de
colesterol e uso de medicamentos, em compara¢do com pessoas que ndo possuem animais de
estimacdo (1). Entretanto, o contato entre os cédes e o ser humano imp&e a necessidade de
maiores cuidados com a salde desses animais, uma vez que podem representar uma
importante fonte de agentes responsaveis por zoonoses, pois 0s cdes podem ser portadores
assintomaticos de diversas espécies de helmintos e protozoarios intestinais que, ao serem
eliminados pelas fezes, contaminam o ambiente e posteriormente o ser humano,
principalmente as crianc¢as (2). A maioria dos estudos sobre parasitos com potencial zoonotico
isolados de cdes relata a prevaléncia dos helmintos Ancylostoma spp., Toxocara canis,
Trichuris wvulpis e Dipylidium caninum, e o0s protozoarios Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp. (3,4). Ancylostoma braziliense e Ancylostoma caninum sdo importantes
agentes das sindromes larva migrans cutanea (LMC) e enterite eosinofilica, enquanto T. canis
e T. vulpis séo agentes etioldgicos da larva migrans visceral (LMV) (5,6). Tanto a LMC como
a LMV ocorrem devido a existéncia de solos contaminados por ovos ou larvas de parasitos
intestinais de cdes. O Brasil é um pais tropical e, por isso possui condi¢des ideais de
temperatura (15 a 30°C) e umidade para desenvolvimento dos ovos e manutencdo das larvas
no solo, favorecendo a transmisséo da sindrome Larva Migrans (7).
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As zoonoses parasitarias tém sido verificadas em todo o mundo e varios autores tém
enfatizado que, para o controle dessas parasitoses, € necessario dispor de métodos de
diagnostico sensiveis, de um sistema apropriado de investigacdo e acompanhamento, e de
educacdo sanitaria cuja responsabilidade € principalmente dos médicos veterinarios (8,9).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia das parasitoses
intestinais de cdes domiciliados e identificar os fatores que interferem na epidemiologia e
transmissdo zoondtica dessas infeccdes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Dois Vizinhos, Parana, Brasil (25° 45’ 0" S, 53°
3" 25" W), que possui uma populagdo de 36.198 habitantes. O clima da regido é subtropical
(Cfa) com chuvas bem distribuidas durante o ano e verdes quentes. A média das temperaturas
dos meses mais quentes é superior a 30°C, e a dos meses mais frios € inferior a 18°C, com
umidade relativa do ar de 65% e densidade pluviométrica de 2.100mm por ano (10,11).

Foi calculado o nimero necessario de amostras de animais para estimar a prevaléncia de
parasitos intestinais de cdes domiciliados. O nimero de amostras de animais calculados com
5% de significancia foi de 57 cdes (12); porém, 123 cdes domiciliados (83 machos e 40
fémeas) foram utilizados no estudo. Oitenta e sete casas da area urbana de Dois Vizinhos
foram visitadas para coleta de fezes dos animais, no periodo de marco a junho de 2011.

Todos os procedimentos adotados no presente estudo foram avaliados e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Unido de Ensino do Sudoeste do Parana (UNISEP) e os
participantes que aceitaram a pesquisa assinaram, apos a explicacdo dos procedimentos, um
termo de consentimento livre esclarecido.

Um questionario foi usado para obter informacdes sobre as caracteristicas dos animais
como sexo, idade e raca, bem como acesso a rua, coabitacdo com outros animais, visita ao
veterinario e uso de antiparasitarios. Em cada casa, foram coletadas amostras de fezes,
imediatamente apos eliminacdo esponténea, de todos os cdes pertencentes ao proprietario.
Apbs a coleta, as amostras de fezes foram mantidas sob refrigeracdo (4°C) e analisadas em 24
horas. Primeiramente foi realizada uma andlise macroscopica das fezes para verificar
consisténcia, presenca de sangue ou muco e também de possiveis formas parasitarias
(proglotes ou nematddeos adultos). Em seguida, cada amostra foi submetida a analise
microscopica para pesquisa de ovos, cistos e oocistos de parasitos pelos métodos de Willis-
Mollay e sedimentacdo espontanea (13). Os resultados dos exames parasitoldgicos foram
entregues para 0s proprietarios em uma segunda visita.

A associacdo entre as infeccBes parasitarias e os fatores epidemioldgicos foram
verificados pelo teste de x2 de Pearson ou Exato de Fischer, utilizando-se o software Epilnfo
7 (14), considerando significativos os valores de P<0,05.

RESULTADOS

Técnicas coproparasitologicas foram usadas para determinar a frequéncia de parasitos
intestinais de 123 cdes domiciliados no Estado do Parana. Parasitos intestinais foram
encontrados em 60,1% dos cédes estudados. Dentre os parasitos isolados, 34,9% (43/123)
foram identificados como Ancylostoma spp., 13,8% (17/123) como T. vulpis, 4% (5/123)
como Cystoisospora spp., 3,2% (4/123) como T. canis, 3,2% (4/123) como Sarcocystis spp. e
0,8% (1/123) como Strongyloides stercoralis. Cées albergando um Unico género de parasito
foram mais comuns (94,3%) do que animais parasitados por mais de um género de parasito
(5,7%). A associagcdo mais comum foi entre Ancylostoma spp. e T. vulpis, ambos parasitos
hematofagos.
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No que se refere ao género dos animais, ndo foi observada diferencga estatisticamente
significativa na frequéncia de parasitismo entre machos e fémeas (Tabela 1). Com relacdo a
idade, apenas a frequéncia de Ancylostoma spp. e T. vulpis foi significativamente mais
elevada em animais na faixa etaria entre 24 e 48 meses (P<0,05). Embora para alguns
parasitos os dados absolutos sugiram uma frequéncia aparentemente mais elevada de parasitos
intestinais em cdes sem raca definida, a anélise estatistica dos dados revelou que essa
diferenca nao foi significativa.

A frequéncia de parasitismo em cées domiciliados com acesso ou sem acesso a rua
também ndo diferiu estatisticamente. Em relacdo a coabitacdo com cdes e gatos, as analises
revelaram que a coabitagdo com gatos ndo influenciou na frequéncia de parasitismo, mas a
coabitacdo com cées foi relacionada a infeccdo por Ancylostoma spp. (P<0,05). Cées que
foram consultados por veterinarios apresentaram menor frequéncia de infeccBes por T. canis
(P<0,05). Além disso, cdes que receberam tratamento antiparasitario periodicamente
apresentaram menor frequéncia de infecgdes por Ancylostoma spp., T. canis e T. vulpis
(P<0,05).

Tabela 1. Frequéncia de infec¢bes por helmintos gastrintestinais em cédes domiciliados de
acordo com o sexo, idade, raga, acesso a rua, coabitacdo com cdes e gatos, visita ao
veterinario e uso de antiparasitarios.

Ancylostoma spp. Toxocara canis Trichuris vulpis

Negativo Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Fémea 24 (60,0) 16 (32,7) 39(97,5) 1(25) 34(850)  6(15,0)
Macho 56 (67,5) 27 (32,5) 79(952)  4(4,8) 72(86,7) 11 (13,3)
Faixa etéria
0 a 24 meses 31(68,9) 14 (31,1)° 41(91,1)  4(8,9) 40(88,9)  5(11,1)°
24 a 48 meses 25(54,3) 21 (45,7)* 45 (97,8) 1(2,2) 35(76,1)  11(23,9)?
48 a 72 meses 12 (60,0) 8 (40,0)" 20 (100,0)  0(0,0) 19 (95,0) 1(5,0)°
> 72 meses 12 (100,0)  0(0,0)° 12 (100,0)  0(0,0) 12 (100,0)  0(0,0)"
Com raca definida 12 (57,1)  9(42,9) 20(95,2)  1(4,8) 18 (85,7)  3(14,3)
Sem raca definida 68 (66,7) 34 (33,3) 98(96,1)  4(3,9) 88(86,3) 14 (13,7)
Sem acesso & rua 45(60,8) 29 (39,2) 73(98,6) 1(14) 63(85,1)  11(14,9)
Com acesso a rua 35(72,9) 13(27,1) 45(938)  3(6,3) 43(89,6)  5(10,4)
N&o coabita com cdes 60 (78,9) 16 (21,1)° 72 (94,7) 4 (5,3) 66 (86,8) 10 (13,2)
Coabita com cées 20 (42,6) 27 (57,4)* 46 (97,9) 1(2,1) 40 (81,5) 7(14,9)
N&o coabita com gatos 74 (67,3) 36 (32,1) 105(95,5) 5(4,5) 94 (85,5) 16 (14,5)
Coabita com gatos 6 (46,2) 75 (53,8) 13 (100,0) 0(0,0) 12 (92,3) 1(7,7)
Visita ao veterinario
H& menos de 1 ano 26 (70,3)  11(29,7) 35(94,6) 2(54)" 32(86,5)  5(135)
Hé& mais de 1 ano 47 (63,5) 27 (36,5) 74 (100,0)  0(0,0) 65(87,8)  9(12,2)
Nunca 7 (58,3) 5 (41,7) 9(750)  3(25,0)° 9 (75,0) 3(25,0)
Uso de antiparasitario
Ha menos de 1 ano 35(72,9) 13 (27,1)° 46 (95,8) 2(4,2)° 45(93,8)  3(6,3)"°
Ha mais de 1 ano 41(60,3) 27 (39,7)% 68 (100,0)  0(0,0) 55(80,9) 13 (19,1)*
Nunca 0 (0,0) 2 (100)* 1 (50,0) 1 (50,0 1 (50,0) 1 (50,0)*

N: nimero; ® Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
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DISCUSSAO

Neste estudo, foi investigada a frequéncia de infeccdes parasitarias em cées
domiciliados e os fatores de risco envolvidos nessas infec¢des, a fim de obter informacdes
importantes para orientar a conduta de clinicos veterinarios da regido estudada. Constatou-se
que predominaram nos caes as infeccGes por nematddeos, sendo identificados Ancylostoma
spp., T. canis, T. vulpis e S. stercoralis, todos parasitos de elevado potencial zoondtico.
Ancylostoma foi 0 género mais comumente detectado tanto em cdes com infec¢do Unica como
nos poliparasitados. Estudos previamente conduzidos em varias localidades do Brasil fazem
referéncia a Ancylostoma spp. como a espécie mais frequente em infecgbes de caes
domiciliados (3,4), o que favorece a transmissdo da sindrome LMC, considerando a possivel
contaminacgéo do solo da residéncia com ovos de Ancylostoma spp. que evoluirdo para larvas
de terceiro estadio infectantes. A penetracdo dessas larvas na pele humana provoca uma
dermatite pruriginosa, especialmente em criancas que tém habitos de brincar em terra ou
areia, constituindo um importante problema de salude publica. Ancylostoma spp. sdo
nematddeos hemat6fagos do intestino delgado de cées e, neste estudo, os cdes adultos foram
0Ss mais acometidos por esses parasitos. A infeccdo dos animais ocorre tanto pela penetracdo
cutédnea como pela ingestdo de larvas de terceiro estadio, juntamente com alimentos e agua.
Nos cdes, esses parasitos causam deficiéncia de ferro, anemia hipocrémica microcitica, apatia
e perda de peso.

Trichuris vulpis foi a segunda espécie de parasito mais prevalente nos cdes domiciliados
avaliados neste estudo. Trichuris vulpis € um nematddeo parasito do intestino grosso de cédes
cuja infeccdo se da pela ingestdo de ovos contendo larvas de primeiro estaddio. Apds a
ingestdo dos ovos, as larvas sdo liberadas e penetram nas glandulas da mucosa cecal, onde
iniciam a fase parasitaria se alimentando de pequenas quantidades de sangue, liquidos
tissulares e do epitélio da mucosa, podendo levar a colite (15). Entretanto, no presente estudo
0s animais que estavam infectados apenas por T. vulpis apresentaram-se assintomaticos.
Trichuris vulpis também é agente etiologico da LMV, sendo que os individuos infectados
podem apresentar hepatomegalia, pneumonia e eosinofilia (5).

Outros dois parasitos responsaveis por infecgdes zoonéticas foram detectados nas fezes
dos cdes analisados: T. canis e S. stercoralis. Ambas as espécies sdo encontradas no intestino
delgado de cdes. T. canis foi prevalente em cdes até 24 meses. Apesar da infecgdo por T. canis
ser frequente em cdes jovens, cdes adultos podem ser infectados e contribuir para a
contaminagdo do ambiente (16). A infeccdo por T. canis em seres humanos ocorre pela
ingestdo de ovos larvados presentes no solo ou em alimentos contaminados. Como o parasito
ndo consegue atingir a maturidade nesses hospedeiros, as larvas permanecem migrando
erraticamente nos 6rgdos internos, causando a LMV ou a larva migrans ocular (17).

Strongyloides stercoralis foi encontrado em um céo de dois anos que havia sido tratado
com corticoide e no momento da visita para coleta das fezes era assintomatico. A infecgdo por
S. stercoralis ocorre por penetracdo ativa das larvas na pele ou ingestdo das larvas, mas a
maioria das infec¢Bes caninas é breve e assintomatica. Apesar dos cées eliminarem larvas por
apenas um curto periodo de tempo, a presenca de cdes infectados em residéncias €
considerada um sério problema de saude publica devido ao seu potencial zoonético (18).

Constatou-se que os cdes que foram consultados por veterinarios apresentaram menor
frequéncia de parasitismo, principalmente por T. canis. Isso demonstra claramente a
importancia do médico veterinrio no controle das zoonoses parasitarias. Nos consultdrios, os
veterinarios podem realizar exames coproparasitologicos e identificar os parasitos que
infectam os cées e, assim, podem prescrever um antiparasitario adequado para cada animal.
Neste estudo, a frequéncia de parasitoses foi menor em cées que haviam sido tratados com
antiparasitarios ha menos de um ano, demonstrando que 0s tratamentos antiparasitarios estao
exercendo um papel relevante na reducdo do parasitismo e, consequentemente, da
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contaminacdo ambiental. Entretanto, é necessario salientar a importancia dos animais
assintométicos como importantes fontes de contaminacdo ambiental, pois esses animais
permanecem eliminando formas evolutivas que podem acumular-se no ambiente, infectando
outros animais ou 0s seres humanos.

CONCLUSAO

Conclui-se que os cdes domiciliados albergam espécies de parasitos com potencial
zoonotico, sendo muitos deles assintomaticos. Ancylostoma spp. e T. vulpis foram os parasitos
intestinais mais frequentemente encontrados tanto em infecgdes Unicas como em infecgdes
mistas. Caes consultados por médicos veterinarios e que receberam tratamento antiparasitario
apresentaram menor frequéncia de parasitismo, destacando a importancia desses profissionais
no controle dessas infeccdes e na prevencdo da transmissdo dos parasitos com potencial
zoondtico no domicilio.
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RESUMO

Um dos grandes problemas da técnica de transferéncia de embrides continua sendo a selecdo
de éguas aptas para serem utilizadas como receptoras de embrido e aumentar o seu periodo de
utilizacdo é sempre um desafio. A utilizacdo de receptoras aciclicas sincronizadas pela
reposicdo hormonal apresenta taxas de gestacdo similares a receptoras ciclantes. O objetivo do
presente trabalho foi estudar o efeito da utilizacdo do estrogeno e progesterona em receptoras
de embrido na fase de diestro. Foram utilizadas 60 éguas dividas em trés grupos
experimentais, sendo grupo controle, grupo aciclicas preparadas com a administracdo de
20mg de 17p estradiol e 3g de progesterona natural injetavel em veiculo de liberacdo lenta e o
grupo diestro receptoras entre 0 D8 e D14 do ciclo estral (diestro) preparadas com a
administragdo de 50mg de 17 B estradiol e 3g de progesterona natural injetavel em veiculo de
liberacdo lenta. Foi avaliada a porcentagem de prenhez e valor médio e desvio padrdo do grau
maximo de edema uterino de receptoras que ficaram prenhes ou ficaram vazias nos diferentes
grupos, porcentagem de receptoras do grupo diestro que apresentaram grau de edema uterino
e taxa de prenhez em relacdo ao grau de edema, média e desvio padrdo do grau de edema
uterino e numero de animais em relacdo ao dia do inicio do protocolo e respectiva taxa de
prenhez das éguas do grupo diestro. Os dois protocolos de sincronizacdo no grupo controle e
grupo aciclicas com 80% de prenhez foram eficazes para a preparacdo de éguas como
receptoras de embrido. O protocolo utilizado no grupo diestro obteve a taxa de gestagdo de
40% podendo ser uma alternativa estratégica em um programa de TE, desde que a receptora
se encontre ap6s o D10 do diestro e apresente grau de edema uterino superior a 2, apos a
aplicacdo do 17 B estradiol.

Palavras-chave: diestro, estradiol, progesterona, sincronizacdo, transferéncia de embrido.
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SYNCHRONIZATION OF ESTRUS IN THE RECIPIENT FOR USE IN PROGRAM
EMBRYO TRANSFER IN HORSES

ABSTRACT

A major problem of the technique of embryo transfer remains the selection of suitable mares
to be used as embryo recipients and increase their usage period is always a challenge.
Knowing that the use of acyclic receptor synchronized by hormone replacement shows
pregnancy rates similar to receiving ciclantes. The aim of this work was to study the effect of
the use of estrogen and progesterone receptors in embryo at the stage of estrus. 60 mares were
used divided into three experimental groups and control group, acyclic prepared with the
administration of 20 mg of 17p estradiol and 3g of natural progesterone injection in vehicle
slow release and the group receiving diestrus between D8 and D14 of the estrous cycle
(diestrus ) prepared by administering 50 mg of estradiol, and 17 p 3g natural progesterone
injection in slow release vehicle. Being evaluated pregnancy rate and mean value and
standard deviation of the maximum degree of uterine edema of recipients who were pregnant
or became empty in the different groups, the percentage of recipients diestrus group that
showed uterine edema and pregnancy rate in relation to the degree of edema, mean and
standard deviation of the degree of uterine edema and numbers of animals in relation to the
day of the beginning of the protocol and rate of pregnancy in mares group diestrus. The two
synchronization protocols in the control group and acyclic group with 80% pregnancy were
effective for the preparation of mares as embryo recipients. The protocol used in diestrus
group obtained pregnancy rate of 40% could be an alternative strategy in a program TE,
provided the receptor is found after D10 diestrus and present uterine edema grade greater than
2, after application 17 f estradiol.

Keywords: diestrus, embryo transfer, estradiol, progesterone, synchronization.

LA SINCRONIZACION DEL ESTRO EN EL RECEPTOR PARA SU USO EN LA
TRANSFERENCIA DE EMBRIONES PROGRAMA EN CABALLOS

RESUMEN

Un problema importante de la técnica de transferencia de embriones sigue siendo la seleccion
de yeguas adecuadas para que puedan ser utilizadas como receptoras de embriones y aumentar
su periodo de uso es siempre un desafio. Sabiendo que el uso del receptor aciclico
sincronizado por reemplazo hormonal muestra las tasas de embarazo similares a recibir
ciclantes. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la utilizacion de los receptores
de estrogeno y progesterona en embrion en la fase de estro. 60 yeguas que se dividieron en
tres grupos experimentales y el grupo de control, aciclicos preparado con la administracion de
20 mg de 17p estradiol y 3 g de inyeccion de progesterona natural en el vehiculo de liberacion
lenta y el grupo que recibid el diestro entre D8 y D14 del ciclo estral (diestro ) preparado por
la administracion de 50 mg de estradiol y 17 de inyeccion de progesterona natural 3g B en un
vehiculo de liberacién lenta. Siendo evaluada tasa de embarazo y el valor y la desviacién
estandar del maximo grado de edema uterino de las receptoras que estaban embarazadas o se
convirtieron en vacio en los diferentes grupos de media, el porcentaje de receptoras grupo
diestro que mostré edema uterino y la tasa de embarazo en relacion con el grado edema,
media y desviacién estandar del grado de edema uterino y el nimero de animales en relacion
con el dia del comienzo del protocolo y la velocidad de la gestacion en yeguas diestro grupo.
Los dos protocolos de sincronizacion en el grupo control y el grupo aciclico con 80% de
embarazo fueron eficaces para la preparacion de yeguas como receptoras de embriones. El
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protocolo utilizado en el grupo diestro obtuvo tasa de embarazo del 40% podria ser una
estrategia alternativa en un programa de TE, siempre y cuando la receptora se encuentre
después de D10 diestro y presente edema uterino de grado mayor que 2, despues de la
aplicacion 17 B estradiol.

Palabras clave: diestro, estradiol, progesterona, sincronizacion, transferencia de embriones.
INTRODUCAO

E notorio o crescimento e desenvolvimento do mercado de equinos no pais. A busca por
melhores resultados de fertilidade na espécie vem aumentando assim como interesse pela
técnica de transferéncia de embriGes (TE).

A selecdo de éguas aptas a serem utilizadas como receptoras continua sendo 0 maior
problema em um programa de TE (DOWSETT e WOODWARD; 1989). Aumentar o periodo
atil de utilizacdo de receptoras é sempre um desafio que possibilita recompensa na reducéo de
custos da técnica de TE (JASKO, 2002).

A relacdo ideal de 1:1 (para cada doadora uma receptora) se mostra como uma
interessante alternativa para o melhor aproveitamento das éguas receptoras diminuindo os
altos valores da transferéncia de embribes possibilitando a técnica se difundir mais
rapidamente (CAIADO, 2007).

A utilizacdo de receptoras aciclicas sincronizadas pela reposicdo hormonal apresentam
taxas de gestacdo similares a receptoras ciclantes (DELL’AQUA JR. et al., 2009).

A égua ciclante se encontra apta a receber um embrido até o nono dia apds sua
ovulacdo, assim sendo, para a receptora estar apta novamente para uma TE, seria necessario
mais oito a dez dias em média para ela ovular (apds aplicacdo de luteolitico) e no minimo
mais 3 ou 4 apds a ovulacdo para apresentar condi¢do uterina adequada para ser utilizada
como receptora. Desta forma, sdo 12 a 15 dias em que a receptora fica indisponivel no lote. A
diminuicdo desse intervalo pode ser uma alternativa para minimizar os custos inerentes a
manutencédo das receptoras.

Em virtude disso, o presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da utilizacdo
do estrogeno e progesterona em receptoras de embrido na fase de diestro.

MATERIAL E METODOS
Local da Pesquisa

O experimento foi conduzido durante a estacdo reprodutiva 2012/2013, junto a Central
de Reprodugdo Equina - D.A. Vida Equine Reproduction, localizada no Haras Fabio Jose,
Lagarto-SE, latitude -10°55°02" e longitude -37° 39°00".

Animais e Divisdo dos Grupos Experimentais

Foi utilizado um total de 60 éguas mesticas como receptoras com idade entre 4 e 10
anos, escore corporal classificado em bom e regular, ndo possuindo quaisquer anormalidades
no trato reprodutivo que pudessem ser detectadas por exame de palpacdo retal, citologia
uterina ou ultrassonografia transretal. Destas, 40 éguas estavam em plena atividade
reprodutiva e 20 em anestro. Seis garanhdes com fertilidade comprovada foram utilizados
como doadores de sémen para a realizacao das inseminacgdes de 15 éguas puras da raca Quarto
de Milha entre 6 e 12 anos, utilizadas como doadoras para obtencdo dos embrides. Todos os
animais eram mantidos em sistema de confinamento com acesso a agua, silagem de milho e
sal mineral & vontade, tendo sua alimentacdo complementada com ragdo comercial peletizada.
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Grupos experimentais:

Todas as éguas tiveram seu ciclo estral acompanhado por palpacdo retal e
ultrassonografia para determinagdo da fase estral que se encontravam estro: crescimento
folicular e presenca de edema uterino avaliado em escore de 0 a 3 sendo O ausente e 3
maximo, observacao efetuada entre a bifurcacdo dos cornos uterinos. No diestro: presenca do
corpo luteo ou anestro: inatividade ovariana. A ultra-sonografia foi realizada com auxilio de
ultra-som Mindrayn 4900, com transdutor de 5 MHZ. Foram testados 0s seguintes grupos:

Grupo Controle: 20 receptoras ciclicas ovuladas que foram inovuladas entre os dias 3 a
8 do ciclo estral, onde o DO € o dia da ovulagcdo. Tiveram seu ciclo acompanhado por
palpacdo retal e ultrassonografia. Ao atingirem foliculo de aproximadamente 35 mm e
presenca de edema endometrial minimo grau 2 foram induzidas com 1,0 mg de acetato de
deslorelina .M.

Grupo Aciclicas: 20 receptoras foram preparadas com a administracdo de 20mg de 17§
estradiol no dia da ovulacdo da doadora e dois dias apds, o escore do edema uterino era
avaliado e entdo recebiam uma administracdo de 3g de progesterona natural injetavel em
veiculo de liberacdo lenta, e foram inovuladas entre os dias 3 a 8 a partir da aplicacdo da
progesterona.

Grupo Ciclicas em Diestro: 20 receptoras ciclicas entre 0 D8 e 0 D14 do ciclo estral
(Diestro), foram preparadas com a administragdo de 50mg de 17§ estradiol no dia da ovulacao
da doadora e dois dias apds, o escore do edema uterino era avaliado e entdo recebiam uma
administracdo de 3g de progesterona natural injetavel em veiculo de liberacdo lenta, e foram
inovuladas entre os dias 3 a 8 a partir da aplicacdo da progesterona.

Delineamento Experimental
Producéao dos embrides

A colheita do sémen foi realizada com auxilio de uma vagina artificial, o ejaculado
filtrado, os parametros espermaticos aferidos e o sémen diluido na propor¢do de 1:1 com
extensor a base de leite desnatado (Botu-Sémen®). Apés 24 horas da inducéo da ovulagdo as
éguas foram inseminadas com 1x10° de espermatozoides moveis. A colheita dos embrides foi
realizada no oitavo dia pés ovulacdo realizada com auxilio de uma sonda de Foley modelo
Bivona® (Bivona Medical Techologies,. Gary, IN, EUA) acoplada a um frasco de Ringer com
Lactato de Sodio (J.P. Indlstria Farmacéutica — Ribeirdo Preto- SP). Sendo realizados trés
lavados uterinos de um litro/lavado para recuperacao do embrido.

Os embrides obtidos foram classificados em escala de 1 a 5, de acordo com McKinnon
e Squires (1988), em excelentes, bons, regulares, ruins e ovocitos ndo fecundados com auxilio
de microscopio esterioscépico. Apenas os embriGes considerados excelentes e bons foram
transferidos.

Diagnostico de Gestagéo

Quatro a seis dias apés a inovulagdo foi efetuado o diagnostico de gestacdo por
ultrassonografia. Nos grupos das éguas aciclicas e ciclicas em diestro na confirmagéo da
prenhez foi administrado mais uma aplicacdo de 3g de progesterona natural injetavel em
veiculo de liberacdo lenta, e reaplicacGes a cada 14 dias até os 110 dias de gestagdo para
manutencdo da gestacéo.
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Anadlise Estatistica

Para andlise das porcentagens de gestacdo entre os grupos estudados foi utilizado o teste
de Fisher, e o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey para as demais varidveis. A
incidéncia do edema uterino em relacao ao dia do inicio do tratamento no grupo de animais do
diestro foi obitido pelo boxplot gerado pelo programa estatistico R. Todas as estatisticas
efetuadas foram consideradas significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

Em relacdo a taxa de prenhez observada apds a inovulacdo nos diferentes grupos
estudados foi verificado que o0s grupos controle e de receptoras aciclicas apresentaram valores
similares e significativamente maiores aos do grupo de éguas em diestro. O mesmo padrdo
estatistico também foi encontrado em relacdo ao grau maximo de edema uterino das
receptoras que se tornaram prenhes apds a inovulacdo ou ficaram vazias, de acordo com a
Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de prenhez e valor médio e desvio padrdo do grau maximo de edema
de receptoras que se tornaram prenhes ou ficaram vazias nos diferentes grupos de receptoras
controle, aciclicas e diestro.

Grupo Grupo

Grupo Controle P . Valor de p
Aciclicas Diestro

Taxa de Prenhez 16/20 (80%)* 16/20 (80%)*  8/20 (40%)° p=0,02

Edema Prenhes 3+0° 3+0° 2,740,4° p=0,004

Edema Vazias 3+0° 3+0° 0,2+0,8" p=0,0001

"Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 maximo.
® | etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p< 0,05).

No grupo experimental efetuado durante o diestro foi observado grande influéncia da
taxa de gestacdo sobre a quantidade de edema uterino observado antes da administracdo da
progesterona. Esse fato pode ser visualizado na tabela 2, onde 60% das éguas que
apresentaram edema uterino graus 0 e 1, nenhuma se tornou gestante ap6s a inovulagdo, ja 0s
outros 40% que apresentaram edema uterino graus 2 € 3 no mesmo periodo, todos 100%
mantiveram a prenhez.

Tabela 2. Porcentagem de receptoras do grupo em diestro que apresentaram grau de edema
uterino entre 0 e 1 ou 2 e 3 e taxa de prenhez em relacdo ao grau de edema.

Grau Edema Uterino % Receptoras Taxa de prenhez
0-1 (12/20) 60%° (0/12) 0%*
2-3 (8/20) 40%"° (8/8) 100%"

“Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 maximo.
® | etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p< 0,05).

O grau de edema uterino apresentou grande variacdo no grupo dos animais em diestro
apos a aplicagdo do 17B estradiol, esse fato contribuiu na obtencdo de diferentes taxas de
prenhez em relagdo ao dia do inicio do tratamento e ao grau de edema uterino promovido,
dados visualizados na tabela 3. A concentragdo dos maiores indices de edema uterino nesse
grupo foi evidenciada a partir do D10 e se mostrou mais constante ao se aproximar do D14,
dados demonstrados na Figura 1.

Souza RTR, Fontes JGG, Zorzetto MF, Silva Junior AB, Papa FO, Alvarenga MA, Dell’aqua Junior JA.
Sincronizagdo de receptoras no diestro para utilizacdo em programa de Transferéncia de EmbriGes em equinos.
Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 245-253.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 250

Tabela 3. Média e desvio padrdo do grau de edema uterino e nimeros de animais em relacéo
ao dia do inicio do protocolo e respectiva taxa de prenhez das éguas receptoras do grupo em
diestro.

Inicio do protocolo n Edema uterino Taxa de Prenhez (%)

D8 2 0+0 (0/2) 0

D9 5 0,4+0,5 (0/5) 0

D10 8 1,7£15 (5/8) 62,5

D11 o e

D12 4 1,5+0,7 (2/4) 50,0

D13 o e

D14 1 30 (1/1) 100

“Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 maximo.

13

11

10

Dia do diestro do inicio do protocolo

1 2
Grau de edema uterino

Figura 1. Gréfico ilustrativo da incidéncia de edema uterino em relagdo ao dia do inicio do
tratamento no grupo de animais em diestro.

DISCUSSAO

O presente trabalho utilizou a técnica ndo cirdrgica e teve indice de aproximadamente
62% de taxa de prenhez, valores superiores aos encontrados por Squires et al. (1982) e luliano
et al. (1985) ambos de 46% demonstrando assim o aprimoramento da técnica de transferéncia
ndo cirurgica que devido a sua simplicidade se tornou o metodo mais utilizado na TE
(HINRICHS, 1993).

Na nossa pesquisa foram comparados protocolos de sincronizagdo de receptoras de
embrides equinos para maximizar seu aproveitamento. Tendo como resultado de 80% na taxa
de prenhez no grupo controle e no grupo anestro, ja no grupo de receptoras no diestro tratadas
a taxa de prenhez foi de 40%. Esses dados corroboram com os achados de Rocha Filho et al.
(2004), Carnevale et al. (2005), Stout et al. (2006), Caiado et al. (2007), Kaercher et al.
(2011), que também n&o observaram diferenca estatistica entre o grupo ciclante e o grupo em
anestro, sendo uma possibilidade j& colocada em préatica por muitos médicos veterinarios.
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Como normalmente as éguas durante o periodo de diestro a partir do dia 8 permanecem
sem utilidade reprodutiva até o proximo ciclo, o uso desse protocolo nos traz uma nova
perspectiva para estes animais, tornando-os uma boa alternativa quando ha poucas éguas
receptoras disponiveis, confirmando assim uma boa alternativa de sincronizacéo de receptoras
de embrides, porem necessitando de mais pesquisas com a utilizacdo deste protocolo, nao
deixando de considerar o resultado de 40% encontrado na pesquisa, pois estas receptoras néo
teriam como ser utilizadas mais rapidamente aguardando assim um novo ciclo estral.

A utilizacdo de estrdgeno e a avaliagdo do edema uterino ap6s a aplicacdo se faz
necessaria, ja que a elevacdo dos niveis de estrogenos durante a fase estral é responsavel pela
instalacdo do edema uterino (MCKINNON & CARNEVALE, 1993; BURATINI, 1997;
MACHADO, 2004). Esse fato pode ser evidenciado, haja vista que a maioria dos animais que
se tornaram prenhes no grupo iniciado no diestro apresentavam edema uterino 2 ou 3.

Foi observado que o edema uterino promoveu uma modificacdo do ambiente uterino
que se mostrou fundamental para obtencdo de resultados satisfatérios no grupo de diestro,
pois 40% das éguas que foram utilizadas no protocolo, demonstraram edema de graus 2 e 3, e
apresentaram 100% de prenhez, o mesmo ndo foi evidenciado em 60% das éguas desse grupo,
pois provavelmente até aproximadamente o décimo dia do diestro os receptores para ligacéo
do 17p estradiol ndo estdo ativos, ja que nesse periodo o grau de edema uterino gerado foi
baixo ou ausente culminando com taxas de prenhez embrionéria deficiente.

Uma alternativa interessante a ser testada nessa fase seria aplicacdo de um agente
luteolitico, que possivelmente possa contribuir com a queda aguda da P4 e consequentemente
ativar os receptores estrogénicos, pois segundo Allen, (2001), os efeitos da progesterona sobre
as caracteristicas morfoldgicas da cérvix e utero sdo eficazes somente apds efeitos
estrogénicos. De acordo com Hughes et al., (1972) na fase do estro, a presenga do estradiol é
o principal hormonio ovariano produzido, sendo o responsavel pelo aparecimento de edema e
tdnus uterino caracteristicos, criando também receptores para progesterona e preparando o
endomeétrio para uma possivel gestacao.

O edema uterino pelo efeito do estrogeno sé se faz necessario antes da aplicacdo da
progesterona, pesquisadores afirmam que éguas receptoras de embrides que apresentam
edema endometrial no quinto dia pds-ovulacdo ndo devem ser utilizadas neste ciclo
(SQUIRES et al, 2003; SQUIRES; MCCUE; VANDERWALL, 1999). Samper (1997) afirma
que o edema uterino é um indicador confiavel da competéncia estrogénica do foliculo
dominante.

O efeito da progesterona em resposta ao edema uterino provocado pelo estrégeno, no
qual a presenca do edema durante o periodo inicial de gestacédo reflete uma baixa producéo de
progesterona (PELEHACH et al. 2002). Segundo Hayes et al. (1985), baixas concentracgdes de
estrdbgeno tem maior importancia do que altas concentragdes de progesterona no
desenvolvimento do endométrio homogéneo caracteristico do diestro.

O fato de que os animais que estavam em uma fase do diestro mais tardia ap6s o D10
apresentaram uma boa manifestacdo de edema uterino e consequentemente altas taxas de
prenhez, apresentaram uma nova op¢ao de utilizacdo nos programas de TE.

CONCLUSAO
O protocolo utilizado no grupo em diestro pode ser uma alternativa estratégica em

programas de TE, desde que a receptora se encontre apés o D10 do diestro e apresente grau de
edema uterino superior a 2 apos a aplicacdo do 17f estradiol.
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RESUMO

A larvicultura é uma das fases mais importantes no cultivo de peixes, sendo responsavel pela
obtencdo de animais em quantidade e qualidade para a producédo. A variedade GIFT originou-
se de rigoroso processo de selecdo genética, apresentando rusticidade e excelente desempenho
produtivo. Atualmente, a utilizacdo de levedura integra, autolisada e seus derivados séo
recomendados para comporem racfes para organismos aquaticos. A partir do exposto, esta
pesquisa teve por objetivo avaliar o desempenho produtivo, composicdo bromatoldgica e
efetividade da masculinizagdo de alevinos de tilapia do Nilo, variedade GIFT. A pesquisa foi
realizada no laboratério de tilapicultura do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP), Jaboticabal-SP. O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado, composto por cinco tratamentos: 1,0 e 2,0% de levedura integra ou autolisada,
além de um tratamento controle (ausente de suplementagdo de levedura), com quatro
repeticdes. Os peixes foram alimentados cinco vezes ao dia, por 30 dias, sendo as dietas
isoprotéicas, isoenergéticas e isoaminoacidicas para lisina, metionina, treonina e triptofano.
Avaliou-se consumo de racdo, biomassa final, peso e comprimento final, fator de condicédo
corporal e sobrevivéncia; além da efetividade da masculinizacdo e teores de matéria seca,
matéria mineral e proteina bruta da carcaca. A suplementacdo da levedura integra ou
autolisada em dietas de larvas de tilapia do Nilo durante a fase de masculinizacdo sexual ndo
beneficiou o desempenho produtivo, composicdo bromatoldgica e efetividade da
masculinizacao.

Palavras-chave: composicdo bromatoldgica, desempenho produtivo, GIFT; Oreochromis
niloticus, Sacharomices cereviseae.

FULL AND AUTOLYSED YEAST AS PRONUTRIENT IN NILE TILAPIADIETS
DURING THE SEXUAL REVERSION

ABSTRACT

The hatchery is one of the most important stages in the fish culture and it is responsible for
obtaining animals in quantity and quality for production. GIFT variety originated of rigorous
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process of genetic selection, leading to a rustic fish an excellent growth performance.
Currently, the use of full and autolyzed yeast and their derivatives have been recommended to
compose aquatic organisms diets. Based on theses facts this research aimed to evaluate the
productive performance, chemical composition and masculinization of Nile tilapia, GIFT
variety. This study was conducted at the laboratdrio de tilapicultura do Centro de Aquicultura
da Universidade Estadual Paulista (CAUNESP), Jaboticabal-SP. The experimental design was
completely randomized, with five treatments: 1.0 and 2.0% full or autolyzed yeast, plus a
control treatment (absent of yeast supplementation), with four replicates. The fish were fed
five times a day for 30 days. The diets were isonitrogenous, isoenergetic and isoaminoacid for
lysine, methionine, threonine and tryptophan. The food intake, final biomass, weight and
length, body condition factor and survival, beyond the effectiveness of masculinization and
dry matter, crude protein and ash of the carcass were evaluated. The supplementation of full
or autolyzed yeast in Nile tilapia larvae diets during the masculinization stage did not improve
the productive performance, chemical composition and effectiveness of masculinization.

Keywords: bromatological composition, grow performance, GIFT, Oreochromis niloticus,
Sacharomices cerevisiae.

LEVADURA INTACTAY AUTOLIZADA COMO PRONUTRIENTE EN DIETAS
PARA TILAPIA DEL NILO EN FASE DE INVERSION SEXUAL

RESUMEN

La fase de larva es una de las etapas mas importantes en el cultivo de peces, siendo
responsable por la obtencidn de animales en cantidad y calidad de la produccién. La variedad
GIFT se origind de un riguroso proceso de seleccion genética, con una excelente resistencia y
caracteristicas de desempefio productivo. Actualmente, se recomienda el uso de la levadura
intacta, autolizada y sus derivados para componer dietas para los organismos acuaticos. De lo
anteriormente expuesto, este estudio tuvo como objetivo evaluar el desempefio, la
composicion quimica y la efectividad del cambio de sexo de la tilapia del Nilo, la variedad
GIFT. El estudio se realiz6 en el laboratorio del Centro de tilapicultura de la Universidade
Estadual Paulista (CAUNESP), Jaboticabal. El disefio experimental fue completamente
aleatorizado, con cinco tratamientos: 1,0 y 2,0% de levadura intacta o autolizada, ademas de
un tratamiento de control (ausencia de la suplementacion con levadura), con cuatro
repeticiones. Los peces fueron alimentados cinco veces al dia, durante 30 dias, con dietas
isonitrogenadas, isocalorica y isoaminoacid de lisina, metionina, treonina y triptéfano. Se
evalud la ingesta de alimentos, biomasa final, peso final y la longitud, el factor de condicion
corporal y la supervivencia, ademas de la eficacia de la inversion de sexos y la materia seca,
proteina bruta y el contenido mineral de la carcasa. La suplementacién de levaduras intacta o
autolizada en dietas de alevines de tilapia del Nilo durante el cambio de sexo no se ha
beneficiado el desempefio productivo, la composicién y la eficacia de la inversion de sexos.

Palabras clave: composicion bromatolédgica, desempefio productivo, GIFT, Oreochromis
niloticus, Sacharomices cerevisiae.

INTRODUCAO

A larvicultura e alevinagem de peixes séo descritas como a fase que compreende desde
a eclosdo dos ovos até o alevino de tamanho comercial, periodo que varia em funcdo da
espécie, temperatura e nutricdo. E uma das fases mais importantes na exploracéo racional
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piscicola, sendo responsavel pela obtencdo de animais em quantidade e qualidade para as
fases posteriores de criacdo (1).

Na tilapicultura, a fase de larvicultura é geralmente denominada fase de masculinizacao,
devido ao processo que estes individuos sdo submetidos neste periodo. A masculinizacdo é de
fundamental importancia para o cultivo racional da tilapia do Nilo, em funcdo da necessidade
de obtencdo de individuos machos para a engorda, evitando problemas provenientes dos
gastos energéticos com a reproducao, excesso populacional nos viveiros e, consequentemente,
degradacdo da qualidade da agua. Outra vantagem a ser citada, € a do macho dessa espécie ter
crescimento acelerado em relacéo a fémea.

A linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapias) é fruto de um projeto de
pesquisa iniciado na Malasia, em abril de 1988, sob a lideranca de um Orgdo nao
governamental denominado Wordfish Center, sendo composta por quatro linhagens
comerciais de tilapias cultivadas na Asia e outras quatro linhagens silvestres de cultivo
Africano (2,3). Esta combinacdo de oito linhagens puras objetivou aumentar a variabilidade
genética, e com o resultado obtido realizou-se a selecdo das primeiras geracdes desta
linhagem. O desenvolvimento desta linhagem chama atencdo para 0 pioneirismo em
melhoramento genético de peixes tropicais (4). Essa linhagem apresenta rusticidade aos
manejos produtivos e excelente desempenho zootécnico, devido principalmente ao elevado
grau de resisténcia as doencas e infeccdes (5).

Atualmente, a utilizacdo de levedura integra, assim como derivados do seu
processamento, tais como levedura autolisada, polissacarideos da parede celular e
nucleotideos estdo sendo preconizados para comporem ragdes para organismos aquaticos. As
leveduras utilizadas como alimento se destacam pela boa quantidade de vitaminas do
complexo B, segundo Carvalho (6), em especial tiamina, riboflavina, niacina e &cido
pantoténico (7). Em relacdo a proteina, a levedura é considerada como fonte néo
convencional, tendo bom valor nutricional quanto a sua composic¢do de aminoacidos Pacheco
(8), destacando-se pelo alto teor de lisina (9,10), leucina e valina (11) e teores adequados de
triptofano e treonina (8), porém limitada quantidade de aminoé&cidos sulfurados (7-11).

O alto teor de nitrogénio ndo protéico presente na levedura (20% a 30% do nitrogénio
total), representado basicamente por acidos nucléicos, é um dos fatores limitantes da sua
utilizacdo (12,13). Segundo Hisano et al. (14), as leveduras se destacam por sua biosseguranca
e facil incorporagdo & mistura durante o processamento da racdo. Além destas caracteristicas
positivas, devido a composicdo acima citadas, a suplementacdo de dietas para peixes com
levedura pode melhorar as respostas de desempenho produtivo, beneficiar o sistema imune
ndo especifico e aumentar a resisténcia contra infeccdes bacterianas de algumas espécies de
peixes (15-19).

O Brasil se apresenta como grande produtor de levedura, resultado da obtencdo da
Saccharomyces cerevisiae a partir do mosto fermentado, proveniente das destilarias de alcool
de cana de agucar. Segundo Butolo (20), a levedura se apresenta como matéria prima
disponivel para compor ragdes, seja como pronutriente ou imunoestimulante. Define-se como
pronutriente 0 composto que promova valores nutricionais intrinsecos, que seja de uso oral e
exigido em pequenas quantidades na mistura da dieta animal (20).

Dessa forma, devido a crescente demanda de alevinos de tilapia do Nilo em nosso pais,
tem-se norteado a busca por ingredientes que maximizem a producdo de individuos mais
saudaveis. Assim, avaliou-se o desempenho produtivo, composicdo bromatoldgica e
efetividade da masculinizacdo de alevinos de tilapia do Nilo, variedade GIFT, arragcoadas com
dietas suplementadas com diferentes niveis de levedura de cana de aglcar (Sacharomices
cereviseae), nas formas integra ou autolisada.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de tilapicultura do Centro de Aquicultura da
Universidade Estadual Paulista (CAUNESP), Campus de Jaboticabal-SP, entre os meses de
janeiro e fevereiro de 2009, tendo duracao de 30 dias. Ao final da absorcéo do saco vitelinico,
3.200 larvas de tilapia do Nilo da variedade GIFT, com peso e comprimento medio de 0,013 ¢
e 0,927 cm, respectivamente, foram distribuidas de maneira inteiramente casualizada em 20
aquarios de polietileno, com capacidade dtil de 160 litros, na densidade de 1 larva L™,

Foram testados cinco tratamentos, com quatro repeticdes, sendo a unidade experimental
constituida por um aquario com 160 larvas. As dietas isoproteicas, isoenergéticas e
isoaminoacidicas para lisina, metionina, treonina e triptofano empregadas foram:

1. Dieta controle (ausente da suplementacdo de levedura);

2. Dieta suplementada com 1,0% de levedura integra;

3. Dieta suplementada com 2,0% de levedura integra;

4. Dieta suplementada com 1,0% de levedura autolisada;

5. Dieta suplementada com 2,0% de levedura autolisada.

O arracoamento foi realizado cinco vezes ao dia (8:00, 10:00, 12:00, 14:00 e 17:00 h),
fornecendo-se as dietas até a saciedade aparente, evitando sobras excessivas de ragdo. A
captacdo de agua de cada aquario foi interrompida 10 minutos antes de cada trato, para cessar
0 movimento da &gua, sendo retomada ap6s 30 minutos do mesmo. Os aquarios foram
sifonados a cada trés dias, sempre apds o Ultimo trato, e os utensilios necessarios a sifonagem
ficavam imersos em solucdo salina (5,0%), para evitar proliferacdo de patdgenos. A
temperatura da agua foi aferida duas vezes ao dia (8:00 e 17:00 h), e semanalmente foi feita
analise de oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica, utilizando-se sonda
multiparametros YSI 556®. Foram obtidos os seguintes valores médios: 26,1 + 1,6 ° C e 27,3
+1,3°C; 6,18+ 0,6 mgL™;83+0,1e56+4,3uScm™, respectivamente para temperatura no
periodo da manhd, temperatura no periodo da tarde, oxigénio dissolvido, pH e condutividade
elétrica.

A composicdo das dietas experimentais encontra-se na Tabela 1. Para a confec¢do das
dietas fareladas, todos os ingredientes foram previamente triturados em moinho de martelo
(Marconi — modelo MA 090) e peneirados em malha de 0,42 mm. Apoés esta etapa, todos 0s
ingredientes da ragdo foram manualmente homogeneizados, sendo posteriormente adicionado
horménio (60 mg de metiltestosterona kg™ racdo), conforme a metodologia descrita por
Guerrero (21).

Apbs 30 dias de arracoamento, para a determinacdo do desempenho produtivo, 0s
alevinos foram submetidos a jejum por aproximadamente 24 horas. Posteriormente, foram
contados e colocados em Becker contendo agua, para serem pesados e determinada a
biomassa final. Passada esta etapa, 32 alevinos de cada unidade experimental (20% do total
inicial) foram aleatoriamente coletados e abatidos em agua a 1°C. Esses animais foram entdo
colocados em prancheta de papeldo impermeabilizada e numerada, para que tivessem 0 peso e
comprimento total mensurados individualmente. Esses valores foram utilizados para a
determinacdo do peso final, comprimento final e fator de condigcdo corporal. Devido ao
namero de tratamentos e repeticbes empregados no experimento (20 aquarios), essa fase de
coleta de dados foi realizada em dois dias, esquematizada de maneira que 0 mesmo numero de
repeticdes de todos os tratamentos fosse avaliado em um mesmo dia, a fim de padronizar as
condigBes experimentais.
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Tabela 1. Composicdo percentual e quimica bromatoldgica calculada das dietas fornecidas
aos alevinos.

TRATAMENTO
1,0% 2,0% 1,0% 2,0%
Levedura  Levedura Levedura Levedura

Ingredientes (%) Controle Integra Integra Autolisada Autolisada
Farinha Visceras Aves 20,73 20,77 20,77 20,77 20,77
Quirera Arroz 21 20 20 20 20
Farinha Peixe 53 53 52 53 52
Levedura integra - 1 2 - )
Levedura Autolisada - - - 1 2
DL-Metionina 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10
L-Triptofano 0,16 0,15 0,15 0,15 0,15
L-Treonina 0,2 0,18 0,18 0,18 0,18
Fosfato bicalcico 4 4 4 4 4
Vitamina C 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Sal 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Premix Vitaminico® 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Premix Mineral® 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
BHT* 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100 100 100 100 100
Nutriente
Energia Digestivel (kcal kg™) 3274,62 3280,91 3276,37 3284,56 3283,62
Proteina Digestivel (%) 35,14 35,41 35,34 35,34 35,19
Fibra Bruta (%) 0,57 0,57 0,58 0,57 0,57
Extrato etéreo (%) 9,79 9,71 9,63 9,71 9,63
Ca total (%) 4,93 4,93 4,87 4,93 4,87
P disponivel (%) 1,92 1,92 1,90 1,92 1,90
Metionina (%) 1,13 1,12 1,12 1,12 1,11
Aminoécidos sulfurados (%) 1,09 1,08 1,06 1,08 1,07
Lisina (%) 3,08 311 311 3,10 3,08
Triptofano (%) 0,46 0,45 0,45 0,45 0,45
Treonina (%) 1,70 1,69 1,69 1,69 1,68

'Formulagdo das racBes realizadas segundo: NRC (22); Pezzato et al. (23); Gongalves et al. (24); Furuya et al.
(25); Guimardes et al.(26,27).

%Premix vitaminico: Nives de garantia vit. A = 1.200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 =
2.400 mg; vit. B1 = 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg; vit. B12 = 4.800 mg; acido félico =
1.200 mg; pantotenato de célcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg;
niacina = 24.000 mg

*Premix mineral (niveis de garantia/kg do produto): ferro = 10.000 mg; cobre = 600 mg; manganés = 4.000 mg;
iodo = 20 mg; cobalto = 2 mg e selénio = 20 mg.

*Antioxidante (BHT) = Butil hidréxi tolueno.

As formulas empregadas na determinacdo do consumo de racdo (CR), biomassa final
(BF), peso final (PF), comprimento final (CF), fator de condicdo corporal (FCC) e
sobrevivéncia (SOB) encontram-se abaixo:

CR (g) = Total de racdo fornecido aos peixes da unidade experimental;

BF (g) = X peso dos peixes da unidade experimental;

PF (g) = Média do peso dos peixes;
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CF (cm) = Média do comprimento padrdo (medida do labil superior ao pedunculo

caudal);

FCC = (Peso / comprimento®) x 100;

SOB = (nimero de peixes final / namero de peixes inicial) x 100.

Para determinacdo da composicdo bromatologica, os 32 animais abatidos de cada
aquario, imediatamente apds as medicdes e pesagens, foram colocados em recipientes
plasticos devidamente identificados e acondicionados em freezer a temperatura de — 20°C.
Essas amostras foram levadas para o Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, FMVZ, UNESP — Botucatu-SP e, conforme a metodologia proposta
pela AOAC (28) determinou-se o teor de Matéria seca, Matéria mineral e Proteina bruta.

As analises de matéria seca e matéria mineral dos peixes foram realizadas colocando-se
animais inteiros nos cadinhos de porcelana (2 a 3 peixes por cadinho), utilizando-se estufa de
secagem e esterilizacdo a 105°C por 24 horas e mufla a 600°C por 3 horas, respectivamente.
Para a determinacdo da proteina bruta utilizou-se 0 método de micro-Kjeldahl, utilizando-se
0S peixes que restaram nos recipientes plasticos (aproximadamente 26 animais) oriundos de
cada uma das unidades experimentais. Esses animais foram processados com uso de bisturis
dentro de cada um dos frascos, para evitar perdas do material biolégico. Todas as analises
foram realizadas em duplicata e, em caso de necessidade de repetir alguma amostra, uma nova
duplicata foi realizada.

Para a determinacédo da efetividade da masculinizacdo (EM), ao término do desempenho
produtivo, aproximadamente 50 alevinos restantes de cada unidade experimental foram
transferidos para 20 hapas, uma para cada repeticdo, com volume de 0,73m* (0,9 x 0,9 x 0,9
m), alojadas em tanque escavado, onde permaneceram por 60 dias recebendo racdo comercial
farelada com 42% de proteina bruta, isenta de horménio, até atingirem o tamanho ideal para
as analises (6 a 8 cm).

Alcancado o tamanho esperado, trinta e dois peixes hapa™ (20% do total inicial da
repeticdo) tiveram suas gdnadas retiradas, seguindo a metodologia de Wassermann e Afonso
(29). Com auxilio de uma tesoura, realizou-se incisdo ventral nos animais, da papila
urogenital até a base da nadadeira peitoral. Posteriormente realizou-se uma abertura lateral do
peixe, por onde as visceras foram cuidadosamente retiradas, conservando-se as gbnadas.
Algumas gotas de solucéo de acetato-carmim foram colocadas sobre as gdnadas, enrijecendo
e evidenciando o tecido gonadal, facilitando a sua retirada com o auxilio de uma pinca.
Convencionou-se que uma das gonadas (direita), seria destinada para a técnica de
identificacdo sexual.

A gbnada, ap0s ser retirada, foi imediatamente estendida sobre uma lamina de vidro
onde foram adicionadas algumas gotas da solugcdo de acetato-carmim. Em seguida, uma
laminula foi colocada sobre este material fazendo-se uma leve pressdo e examinada ao
microscopio de luz em toda a sua extensdo, para a determinacao do sexo do animal.

A metodologia estatistica adotada foi a analise de variancia paramétrica para todas as
variaveis, exceto sobrevivéncia. Essas variaveis foram submetidas e apresentaram-se dentro
da normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade (Bartlet), sendo comparadas pelo
teste de Tukey. A sobrevivéncia apresentou-se ndo paramétrica, dessa forma analisou-se pelas
medianas obtidas entre as repeticdes de determinado tratamento (valor minimo sobrevivéncia:
valor maximo sobrevivéncia) através do teste de Kruskal-Wallis, complementada com as
comparag¢fes maltiplas de Dunn (30). Todas as variaveis foram analisadas ao nivel de 5,0%
de probabilidade. O sistema adotado foi 0 Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas, SAEG
(31).
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RESULTADOS

N&o houve diferencas estatisticas (P>0,05) para as varidveis consumo de racdo,
biomassa final, peso final, fator de condi¢do corporal, sobrevivéncia e efetividade da
masculinizacdo. Em relacdo ao comprimento final, o0 maior valor dessa variavel foi obtido
pelos alevinos que consumiram a dieta contendo 2,0% de levedura autolisada, mas nédo diferiu
estatisticamente (P>0,05) dos animais que consumiram as dietas contendo levedura integra
(1,0 ou 2,0%). As dietas ausente de levedura (controle) e aquelas contendo 1,0% de levedura
autolisada proporcionaram menores valores de comprimento final, mas ndo diferiram
estatisticamente (P>0,05) dos animais que consumiram as dietas contendo levedura integra,
em ambas as porcentagens de inclusdo (Tabela 2).

Tabela 2. Consumo de ragéo (g), Biomassa final (g), Peso final (g), Comprimento final (cm),
Fator de condicdo corporal, Sobrevivéncia (%) e Efetividade da masculinizacdo (%) de
alevinos de tilapia do Nilo submetidos aos tratamentos experimentais por 30 dias.

TRATAMENTO
1,0% 2,0% 1,0% 2,0%
Variavel Controle Levedura Levedura Levedura Levedura

Integra Integra Autolisada Autolisada
CR (9) 58,44 + 3,12 55,50 +1,72 57,15+ 1,24 55,56 + 0,91 58,35 + 3,78
BF (g) 41,07 + 4,48 38,20 + 1,66 36,43 + 3,96 37,53 +4,88 41,64 + 6,88
PF (g) 0,36 + 0,06 0,39+ 0,04 0,41 + 0,07 0,36 + 0,03 0,45 + 0,05
CF (cm) 219+0,08a 229+0,06ab 2,30+012ab 2,18+0,04a 2,37+0,08b
FCC 3,44 +0,14 3,27 £ 0,09 3,34+ 0,09 3,42 +0,24 3,41 +0,10
SOB (%) 74,22 +9,30 66,92 +3,28 5938+17,35 70,47 +12,75 63,44+ 13,01
EM (%) 93,75+4,42 8906+541 87,34+560 9460+2,87 9515+4,13

Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre os tratamentos

(P<0,05).

Né&o houve diferencas (P>0,05) na composi¢do bromatoldgica dos alevinos de tilapia do
Nilo ap6s 30 dias de arragoamento com as dietas experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3. Média * desvio padrdo da matéria seca, matéria mineral e proteina bruta de alevinos
de tildpia-do-Nilo arragoados por 30 dias com as dietas experimentais (Valores apresentados
com base na matéria natural).

TRATAMENTO
Variavel 1,0% 2,0% 1,0% 2,0%
(%) Controle Levedura Levedura Leve_du ra Levegiu ra
Integra Integra Autolisada Autolisada

Matéria 17,8+0,31 17,65+0,17 17,78 £ 0,26 18,27 + 0,69 18,06 + 0,80
Seca

Matéria 3,31+0,06 334400177 3,37 +£0,29 3,24+ 0,20 3,30+0,14
Mineral

Pg)rtjt'ga 1226+054 1259+028 1239+037 1255+077 12,25+0.85
DISCUSSAO

Muitos estudos envolvendo leveduras desidratadas na alimentacdo foram realizados
objetivando testd-las como fonte protéica. No entanto, Pezzato (32) cita que a inclusdo de
altos niveis de levedura na dieta acarreta alta excrecdo de aménia, acimulo de bases puricas,
que, conforme observado para algumas espécies de peixes, podem causar sérias alteracfes
metabdlicas decorrentes do acimulo de &cido urico e uréia no figado. A partir desse e outros
relatos obtidos na literatura, € que, nesse estudo, foram avaliados niveis menores de inclusao
de levedura.

A Unica variavel que apresentou diferenca estatistica significativa (P<0,05) foi o
comprimento final. O consumo de racdo por alevino foi semelhante para todos os tratamentos
(P>0,05). Estes resultados contrariam os obtidos por Pezzato et al. (33), que trabalhando com
alevinos pos-revertidos de tilapia do Nilo (0,27 g), encontraram menor consumo de ragdo em
larvas arracoadas com dietas contendo 2,0% de levedura autolisada, comparando-as com
aquelas que receberam a racdo controle (ausente de levedura), ragdo com 2,0% de levedura
integra ou racdo contendo 0,3% de parede celular.

A biomassa final pode ser considerada a varidvel mais importante em trabalhos de
larvicultura de peixes; deve-se a isso o fato dessa variavel englobar a taxa de sobrevivéncia e
o0 peso final médio dos animais. Destaca-se, que apesar de ndo significativo, o peso final 25%
superior dos alevinos que receberam a suplementagéo na dieta de 2,0% de levedura autolisada
em relacdo aos alevinos que consumiram a dieta controle, pode ser considerado interessante
do ponto de vista de piscicultura comercial. A literatura demonstra relacdo inversamente
proporcional do peso final e a sobrevivéncia dos animais, de modo que, com maior
sobrevivéncia e, fornecendo-se a mesma quantidade de alimento, 0s peixes teriam pesos
menores, devido ao menor espaco e menor quantidade de racdo por unidade animal,
disponivel para o desenvolvimento. Esta relacdo pdde ser comprovada nesta pesquisa, pois as
menores médias de peso final foram obtidas nos tratamentos que proporcionaram melhor
sobrevivéncia aos animais.

Os alevinos que receberam dieta suplementada com 2,0% de levedura autolisada
apresentaram valores maiores (P<0,05) de comprimento em relacdo aos alevinos que
receberam as dietas suplementadas com 1,0% de levedura autolisada ou dieta controle
(ausente de suplementacéo de levedura). As leveduras, segundo Furuya et al. (7); Hisano et al.
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(34); Watanabe (35), apresentam a vantagem de melhorar o crescimento dos animais e a
eficiéncia protéica, mesmo que em baixos percentuais de suplementacéo.

O fator de condigdo corporal expressa o “status corporeo do animal”, demonstrando se
este possui peso adequado de acordo com o seu comprimento. Essa varidvel pode dar
indicativos de futuros rendimentos de filés desses animais. Verificou-se nao haver diferencas
no fator de condicao corporal dos animais entre os tratamentos empregados.

A sobrevivéncia dos alevinos ndo foi alterada pelos tratamentos experimentais. Apesar
de ndo significativo, verificou-se maior sobrevivéncia dos animais quando estes receberam o
tratamento controle (ausente da suplementacdo de levedura), e a menor sobrevivéncia
proporcionada pelo tratamento em que os alevinos receberam a suplementacdo de suas dietas
com 2% de levedura integra. Esses resultados diferem dos obtidos por Li & Gatlin 111 (17),
que suplementaram dietas de striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) com trés niveis de
levedura de cerveja (1,0; 2,0 e 4,0%), mais uma dieta controle (ausente de suplementacéo), e
observaram melhora na sobrevivéncia e resposta imune das larvas que receberam levedura nas
dietas.

Os dados da presente pesquisa corroboram com os obtidos por Meurer et al. (36), que
avaliaram a influéncia da inclusdo da levedura Saccharomyces cereviseae viva em dietas de
larvas de tilapia do Nilo durante a masculinizacdo. Os resultados obtidos por esses autores ndo
diferiram quanto ao desempenho produtivo, sobrevivéncia, efetividade da masculinizacéo e
indice hepatossomético entre os tratamentos avaliados (auséncia da suplementacdo do
probidtico ou; contendo 10° células vivas de S. cereviseae/kg de ragéo).

Os valores de desempenho produtivo obtidos corroboram ainda com os encontrados por
Valle (37), que forneceram dietas isoprotéicas (35% PB) e isocaléricas (3500 kcal ED/kg)
suplementadas com 1,0; 2,0 ou 4,0% de levedura desidratada, além de uma dieta ausente de
suplementacdo, para alevinos de tilapia do Nilo, objetivando avaliar os efeitos da levedura
desidratada Saccharomiyces cerevisiae como pronutriente na dieta desses animais e, no
entanto, ndo encontraram diferencas no desempenho zootécnico proporcionada pelas dietas
que continham levedura.

Por outro lado, Hisano et al. (34) realizaram pesquisa com alevinos de tilapia do Nilo
(2,22 + 0,07 g), suplementando as dietas desses animais com levedura integra; levedura
autolisada ou; parede celular, e observaram que o0s produtos testados melhoraram o
desempenho produtivo, contudo o melhor resultado foi obtido quando foi adicionado a dieta
niveis de levedura autolisada entre 1,30 e 1,59%.

Outros trabalhos demonstraram a importancia da levedura nas fases iniciais de criacdo
de peixes, a exemplo de Meurer et al. (13), que suplementaram dietas de alevinos de tilapia do
Nilo (0,7 + 0,18g) com diferentes niveis de inclusdo de Saccharomyces cereviseae (1,5; 3,0;
4,5 e 6,0%), mais uma dieta ausente da suplementacdo, e observaram melhora linear no
desempenho zootécnico com o aumento do nivel de inclusdo da levedura.

Segundo Pezzato (38), a incluséo de levedura nas dietas demonstra o potencial de sua
utilizacdo como pronutriente. O autor destaca tambem que seu emprego como fonte protéica
pode provocar alteragdes metabdlicas e ocasionar menor disponibilidade de nutrientes devido
ao seu alto contetdo de nitrogénio néo proteico.

Esperavam-se melhores resultados de desempenho produtivo proporcionados pelas
dietas contendo alguma das formas de levedura, pois segundo Machado (39), entre os
constituintes da levedura podem-se destacar enzimas como a fitase, que melhoram a
disponibilidade de fosforo e outros minerais; &cidos graxos volateis como &cido latico e
isodcidos; minerais quelatados como zinco e magnésio; antibi6ticos naturais; aminoacidos
como glutamatos; nucleotideos como isoniatos e guanilatos; que proporcionam maior
palatabilidade ao alimento, melhor desempenho e maior resisténcia ao animal. Hisano et al.
(14) citam, ainda, o alto contetdo de vitaminas e compostos como glucanos e mananos
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presentes nas leveduras, que ao se combinar com os demais ingredientes da dieta, conferem a
mesma alto valor bioldgico.

Ressalta-se 0 alto desvio padrdo obtido para algumas varidveis, principalmente
sobrevivéncia. Devido a este fato, ndo foi encontrada diferenca estatistica para esta variavel
entre os tratamentos, sendo os casos de alto desvio padrdo muito comuns em estudos de
larvicultura de peixes. Uma maneira de amenizar esta ocorréncia € aumentar 0 maximo
possivel o nimero de repeticbes durante a experimentacdo, fato que foi impossibilitado
devido ao numero de unidades experimentais. Vale destacar ainda, que as dietas desta
pesquisa continham grandes quantidades de ingredientes de origem animal, conhecidamente
de alta atratopalatabilidade, como é o caso da farinha de peixe e farinha de visceras de aves.
Dessa forma, acredita-se que se fossem utilizadas dietas com menores inclusGes desses
ingredientes, ou seja, com maiores niveis de ingredientes de origem vegetal, poderia
sobressair o efeito da levedura, devido aos beneficios ja elucidados.

N&o houve diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos nos teores de
matéria seca, matéria mineral e proteina bruta. Os resultados obtidos corroboram com os de
Hisano et al. (34), que ndo encontraram diferencas na composicdo bromatoldgica de alevinos
de tilapia do Nilo (2,22 g) arracoados por 80 dias com dietas suplementadas com trés niveis
(1, 2 e 3%) de levedura integra ou autolisada, e trés niveis de parede celular de levedura (0,1,
0,2 e 0,3%). Os dados de composi¢do corporal médio da matéria seca, matéria mineral e
proteina bruta dos alevinos encontrados por esses autores, foram respectivamente 18,0%,
1,05% e 15,70%.

Os dados de matéria mineral e proteina bruta da carcaga dos animais do presente estudo
seguiram as tendéncias dos resultados obtidos por Pezzato et al. (33), que suplementaram
dietas de alevinos de tilapia do Nilo (0,27g) com levedura integra (2,0%); levedura autolisada
(2,0%) ou parede celular (0,3%) por 28 dias, e ndo encontraram diferencas na composicao
corporal dos animais.

O potencial zootécnico da tilapia muitas vezes € limitado pela alta prolificidade e
maturacao sexual precoce, dessa forma justifica-se a adogéo de cultivo de animais monossexo
masculino, com a finalidade de impedir a reproducéo e otimizar o crescimento somatico (34).
Para obtencdo de individuos machos, a masculinizacdo fenotipica por via oral € 0 método
mais utilizado em criacdes comerciais (41).

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas para efetividade da
masculinizacdo entre os tratamentos analisados. Esta varidvel estd diretamente relacionada
com a quantidade de hormonio ingerido. Dessa forma, como a quantidade de hormonio
adicionado as racdes foi a mesma (60 mg kg™), umas das hipéteses ao analisar a efetividade
da masculinizagdo com dietas contendo levedura e hormonio masculinizante seria de que a
presenca da levedura pudesse aumentar o consumo de racdo, pela composicdo ja elucidada,
aumentando a quantidade de hormdnio ingerida e, consequentemente, aumentando a
proporcdo de machos.

Segundo Boscolo et al. (42), a principal forma de masculinizacdo de tilapias na fase
larval € por meio da incorporacdo de horménio na ragdo e portanto, é de fundamental
importancia que os alimentos utilizados na formulacdo das racGes para a fase larval sejam de
alta atratopalatabilidade para estimular a ingestdo da ragdo com horménio.

Conforme citado, verificou-se consumo de ragdo semelhante pelos animais dos distintos
tratamentos. Apesar de n&o significativo, as respostas de efetividade da masculinizagéo
proporcionadas pelos tratamentos contendo levedura autolisada foram superiores aos obtidos
com animais que receberam levedura integra, dentro do mesmo nivel de suplementag&o.
Encontrou-se 6,22% a mais de individuos machos nos animais alimentados com 1,0% de
levedura autolisada em relagdo aos suplementados com 1,0% de levedura integra. No mesmo
sentido, a dieta contendo 2,0% de levedura autolisada proporcionou 8,94% mais machos
guando comparado a dieta com 2,0% de levedura integra.
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Essas respostas demonstram a necessidade de novos trabalhos, aumentando-se o
namero de repeticdes para analises de porcentagens de machos e, com isso, entender melhor a
acao das formas de levedura (integra ou autolisada) durante este estagio de vida dos animais.
Outra recomendacdo é mensurar a quantidade de ragdo consumida e ndo fornecida, como
realizado na maioria dos trabalhos. Dessa forma, como no exemplo acima citado, apesar da
racdo contendo 1,0% de levedura integra ter sido fornecida em quantidades praticamente
idénticas a racdo contendo 1,0% de levedura autolisada, a primeira poderia ter sido menos
ingerida e, dessa forma, ter proporcionado menores valores de efetividade de masculinizagéo
em relacdo a segunda.

Segundo Popma e Green (43), os processos de masculinizacdo a partir da utilizacdo de
horménios nem sempre séo efetivos, devido a influéncia de muitos fatores, como a qualidade
do hormonio, tipo de racdo administrada e fatores ambientais (temperatura, oxigénio
dissolvido, pH), entre outros, ocasionando variagao nos percentuais de machos de 80 a 100%.

CONCLUSOES

A presenca (1,0 ou 2,0%) de levedura Sacharomices cereviseae, nas formas integra ou
autolisada na dieta de larvas de tilapia do Nilo, da linhagem GIFT, na fase de masculinizacg&o,
ndo beneficia o desempenho produtivo, composicdo bromatoldgica e efetividade da
masculinizacdo dos animais.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e
principios éticos de experimentacdo animal, estabelecido pela Cémara de Etica em
Experimentacdo Animal da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo a pesquisa aprovada pela mesma
(Protocolo n° 181/2007 — CEEA) em 06 de dezembro de 2007.
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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) é uma enfermidade de carater zoonético, exposta
a cerca de 200 milhdes de pessoas entre cinco continentes do mundo e apresenta grande
impacto na salde publica, devido a alta letalidade em humanos. No Brasil, o cdo doméstico
(Canis familiaris) é o principal reservatério para LVA, sendo este animal a principal fonte de
infeccdo para 0o homem. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar de forma pareada no
intervalo de um ano, a situacdo soro-epidemioldgica prospectiva da LVA da populagéo canina
da é4rea urbana de 100km? do municipio de Botucatu, SP, que é classificado
epidemiologicamente como silencioso nao receptivo e vulneravel. Para o presente estudo,
foram utilizados 360 cées, selecionados aleatoriamente com representatividade da area urbana,
0s quais tiveram amostras de sangue colhidas no primeiro momento na 41% campanha de
vacinacdo anual contra Raiva. Para a determinacdo do tamanho amostral foi utilizado o nivel
de 95% de confianca juntamente a um erro de estimacdo da ordem de 10%, associados a
participacdo casual do animal. Apos o periodo de um ano, foram realizadas as repetices das
colheitas de sangue nos mesmos cédes nos respectivos domicilios. O método soroldgico de
diagnostico utilizado, em ambos 0os momentos, foi a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI). Os resultados soroldgicos nos cédes revelaram-se ndo reagentes. Desta forma,
considerando que o presente estudo encontrou apenas resultados soroldgicos pareados nao
reagentes na identificacdo da LVA canina no Municipio e que o tamanho amostrado foi
significativo para as condi¢cdes da pesquisa, pode-se afirmar que a populacdo canina da area
urbana estudada encontrava-se, na ocasido, sem indicativos da ocorréncia da enfermidade.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral americana, situacdo epidemioldgica, teste pareado,
cées, Botucatu.

PROSPECTIVE SEROEPIDEMIOLOGICAL STUDY OF AMERICAN VISCERAL
LEISHMANIASIS CANINE IN BOTUCATU, SP

ABSTRACT

The American Visceral Leishmaniasis (AVL) is a zoonotic disease, exposed to about 200
million people across five continents of the world and has a great impact on public health, due
to high mortality in humans. In Brazil, the domestic dog (Canis familiaris) is the main
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reservoir for AVL, and this animal is the main source of infection for man. This research
aimed to evaluate in the paired form within one year, the situation seroepidemiological
prospective AVL in dog population of the urban area of 100km? of Botucatu, SP, which is
classified as epidemiologically silent, unreceptive and vulnerable. To the present study, we
used 360 dogs randomly selected that were representative of the urban area, which had blood
samples taken for the first time at the 41st annual vaccination campaign against rabies. To
determine the sample size it was used at the 95% confidence, coupled to an estimation error of
about 10%, associated to the casual participation of the animal. After one year, repetitions of
blood samples were made on the same dogs, in their homes. The serological diagnostic
method used, both times, was the indirect immunofluorescence assay (IFA). The serological
results in dogs proved nonreactive. Thus, considering that this study found only paired
serological results were also negative in the identification of canine LVA in the city and that
the size sampled was significant for the conditions of the research, it can be said that the dog
population of the urban area studied was - at the time, without any indication of the
occurrence of the disease.

Keywords: American Visceral Leishmaniasis, epidemiological situation, paired test, dogs,
Botucatu.

ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO PROSPECTIVO DE LEISHMANIASIS
VISCERAL AMERICANA CANINA EN BOTUCATU, SP

RESUMEN

La leishmaniasis visceral Americana (LVA) es una enfermedad zoondtica, expuesta a unas
200 millones de personas en los cinco continentes del mundo y tiene un gran impacto en la
salud publica, debido a la alta mortalidad en seres humanos. En Brasil, el perro doméstico
(Canis familiaris) es el principal reservorio de la LVA, y este animal es la principal fuente de
infeccion para el hombre. Este estudio tuvo como objetivo evaluar utilizando muestras
sucesivas del mismo animal, en el intervalo de un afio, la situacion seroepidemioldgica
prospectiva de la LVA en la poblacién canina de la zona urbana de 100km? de Botucatu, SP,
que es clasificado epidemioldgicamente silencioso, no receptivo y vulnerable. Para el presente
estudio, se utilizaron 360 perros seleccionados al azar representativos de la zona urbana, que
tuvieron muestras de sangre colectadas por primera vez en la 41% campafa de vacunacion
anual contra la Rabia. Para determinar el tamafio de la muestra se utilizo el nivel de confianza
del 95% acoplado a un error de estimacion de alrededor de 10%, asociado a la participacion
ocasional del animal. Después de un afio, se realizaron repeticiones de colecta de muestras de
sangre en los mismos perros en sus domicilios. EI método de diagndstico seroldgico utilizado,
en ambas ocasiones, fue la prueba de reaccion de inmunofluorescencia indirecta (RIFI). Los
resultados seroldgicos en perros se demostraron no reactivos. De esta manera, considerando
que el presente estudio encontré solamente resultados seroldgicos pareados no reactivos en la
identificacion de LVA canina en Botucatu y que el tamafio de muestra fue significativo para
las condiciones del estudio, se puede afirmar que la poblacion canina del area urbana
estudiada se encuentra, en ocasion, sin indicativos de ocurrencia de la enfermedad.

Palabras clave: Leishmaniasis visceral americana, situacion epidemiologica, pruebas
sucesivas perros, Botucatu.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € uma enfermidade de carater zoonotico,
exposta a cerca de 200 milhGes de pessoas entre 0s cinco continentes do mundo e é endémica
em 70 paises. Estima-se que, anualmente, 500 mil novos casos sdo diagnosticados no mundo
(1-3).

Na América Latina, ja foi descrita em 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no
Brasil (1,2). A doenca apresenta aspectos climéticos e sociais diferenciados no Brasil, com
destaque para a ampla distribuicdo geografica, que envolve as regibes Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste (1). Somente no ano de 2010, houve o registro de 3526 casos
humanos (4), com incidéncia de 1,8 (5), e letalidade de 6,2 em cada 100 mil habitantes (6).

No estado de Sao Paulo, desde o primeiro registro da ocorréncia da LVA em 1998, até
novembro de 2011, estima-se a ocorréncia da transmissdo em 100 municipios, com o registro
de 1875 casos humanos autoctones confirmados. Dentre eles, 159 evoluiram ao 6bito (7).

Segundo a Secretaria Municipal de Saude em 2012 foram notificados no Brasil 3036
casos de LV em humanos sendo 216 6bitos, com maior incidéncia na regido Nordeste com
1309 casos. No ano de 2013 foram notificados 3253 casos com 231 @bitos, tendo a regido
Nordeste 1745 casos. No estado de Sdo Paulo foram notificados no ano de 2012, 194 casos
com 12 obitos, no ano de 2013 notificaram-se 160 casos no estado com 13 obitos, do total de
casos do ano de 2013, 26 ocorreram na regido de Bauru/SP, area endémica para a
enfermidade, localizada a 95km do municipio de Botucatu (8).

A investigacdo da ocorréncia de uma doenga em uma populagdo tem por objetivo
determinar medidas estratégicas basicas para a prevencdo e o controle de doencas e auxiliar
na identificacdo da situacdo epidemioldgica local em qualquer momento (9,10). Para a LVA
canina, no entanto, é de extrema importancia manter medidas de vigilancia epidemiolégica
(7). Estas tém por objetivo determinar medidas estratégicas basicas para a prevencdo e o
controle de doencas e auxiliar na reducdo de mortalidade, letalidade em humanos e na
identificacdo da situacdo epidemioldgica local em qualquer momento dado (9,10).

As estratégias do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral Americana (PCLVA)
do Estado estdo centradas na vigilancia epidemiol6gica como um pilar para as medidas de
profilaxia e controle da transmissao, tendo por objetivo a reducdo de mortalidade e letalidade
em humanos (11).

A vigilancia epidemioldgica € um conjunto de procedimentos, de natureza sistematica e
permanente, por meio do qual tomamos conhecimento dos eventos relacionados com a
presenca de doencas e respectivos meios de combate, em uma determinada area geografica.
Fica evidente que esse recurso diagnoéstico tem como proposito basico a obtencéo continua de
conhecimentos a cerca dos competentes envolvidos com a ocorréncia de doencgas, visando a
oferecer elementos de apoio aos programas de prevencdo, tanto em nivel de controle como a
de erradicacdo dessas (12). A vigilancia epidemioldgica, por sua vez, quando realizada em
amostras de soro pareadas do mesmo animal melhora o nivel de sensibilidade, aumentando,
com isso, a probabilidade de deteccdo do agente infeccioso. Pode-se assegurar com alta
probabilidade de seguranca que o0s animais testados estejam, provavelmente, livres da
condigéo que foi investigada (9).

Conforme o BEPA (7), até o presente momento, o municipio de Botucatu, SP,
localizado no interior do estado de Sdo Paulo, é classificado segundo o PCLVA como
silencioso nédo receptivo e vulneravel, ou seja, ndo possui confirmagdo de casos autoctones
humanos e caninos nem a presenca conhecida do vetor, mas tem proximidade com cidades
endémicas.

Considerando essa condigdo de vulnerabilidade do municipio de Botucatu a LVA
canina, objetivou-se avaliar, no presente estudo, a situacdo epidemioldgica desta enfermidade
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em amostras de soros pareadas de cées, no intervalo de 12 meses, representativos da area
urbana de 100km? do Municipio.

MATERIAL E METODOS

As colheitas das amostras caninas foram realizadas na 412 campanha de vacinagéo anual
contra a Raiva de caes, realizada em 2009, compreendendo os 100 km?2 de area urbana de
Botucatu. Na ocasido foram vacinados 23755 cdes (13). Destes, 360 cdes foram
aleatoriamente selecionados para o plano amostral, independentemente de raca, idade ou sexo.
Esse tamanho amostral representou-se nas cinco regiGes setoriais da area urbana do
Municipio, conforme levantamento sobre o historico dos dez ultimos anos de campanha de
vacinagdo, visando procurar uma melhor acuracia para a representatividade do universo.
Dentre os 72 postos de vacinacdo distribuidos pela area urbana, foram escolhidos 13 postos
localizados nos bairros: Jd. Continental, Jd. Monte Mor, COHAB 11, Jd. Peabiru, Jd. Brasil,
Vila Sdo Luiz, CECAP, Jd. Nossa Senhora da Penha, Parque 24 de Maio, COHAB |, Parque
Marajoara, Rubido Junior e Vila Real.

Apbs o consentimento livre e esclarecido assinado pelo dono do céo, foi preenchido um
protocolo de identificacdo do animal, sento tirada uma foto para posterior anexagao no seu
protocolo. Cumpridos esses procedimentos, as 360 amostras sanguineas caninas foram
colhidas por venopuncgdo da veia cefélica, safena ou jugular e acondicionadas em tubos de
ensaio estéreis sem anticoagulante. As amostras foram transportadas ao laboratério para
centrifugacdo e obtencdo do soro sanguineo. Os soros foram aliquotados em microtubos e
mantidos a -20°C até 0 momento da realizacdo do teste soroldgico.

Para obtencéo da segunda amostra de sangue dos mesmos caes, foram realizadas visitas
domiciliares, um ano apds, e os cdes comparados com as fotos do protocolo de identificacao.

Os testes diagndsticos soroldgicos da LVA canina utilizados foram os recomendados
pelo PCLVA (11) e pelos Orgdos de Salde Pdblica, sendo o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) como método de triagem e a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) como
teste confirmatorio. No presente estudo a teste diagndstico utilizado foi a RIFI para todas as
amostras. Na técnica padrdo RIFI, as amostras consideradas reagentes sdo as que apresentam
titulos iguais ou superiores a 40 (2,3,11,14).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo realizado, ndo foram encontrados cédes reagentes no teste RIFI para LVA
canina em ambas as amostras caninas. O antigeno utilizado para o teste diagnostico foi
Leishmania chagasi, que apresenta sensibilidade aproximada de 98,3% e especificidade
aproximada de 94,1% (15). Considerando os elevados valores de sensibilidade e
especificidade pode-se assegurar baixo risco de interpretacdes errbneas e oferecer maior
confianca para os testes empregados (15).

Sdo poucas as pesquisas que abordam a andlise soroldgica pareada de cées utilizando o
teste RIFI como uma forma de vigilancia epidemioldgica para LVA canina em areas
consideradas ndo endémicas. No entanto, alguns estudos de vigilancia epidemioldgica da
enfermidade pela técnica RIFI se reportam a areas endémicas, como, por exemplo, Barboza et
al. (16) que investigaram a incidéncia da enfermidade em um grupo de 147 cées de 20 areas
localizadas nos municipios de Lauro Freitas e Camacari, Bahia. Esses cdes foram
acompanhados durante o periodo de nove a 18 meses e foram observadas soroconversées em
27 caes (18,4%). Assim como Alves (17), utilizando o mesmo teste de diagnostico, realizou a
primeira colheita de sangue em 80 cdes de Teresina, Piaui, encontrando 40 animais nao
reagentes. Os cées sorologicamente negativos foram acompanhados ao longo de um ano e
houve soroconversbes em 25 cédes (62,5%) deles. Na segunda colheita, 15 cées (60%)
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tornaram-se sorologicamente positivos no periodo de trés meses, na terceira cinco (20%)
positivaram em seis meses e na quarta, outros cinco animais (20%) positivaram no intervalo
de nove meses.

No Municipio objeto deste estudo, até entdo, ndo havia sido realizado pesquisa
soroldgica pareada como forma de identificar a LVA canina. No entanto, ha trabalhos como o
de Brant et al. (18) que identificaram que 10% (67/660) dos cées residentes no Municipio
eram provenientes de municipios limitrofes a Botucatu e considerados endémicos para LVA
canina. Carvalho (19), analisando 676 amostras sanguineas caninas do mesmo Municipio,
obteve apenas uma amostra sorologicamente reagente na RIFI pra LVA canina.

Luciano et al. (20) analisaram, pelo teste RIFI, 150 amostras de cdes provenientes de
Botucatu e encontraram 136 (90,6%) cdes nao reagentes para Leishmania spp e Trypanosoma.
cruzi; cinco (3,3%) para T. cruzi; cinco (3,4%) para Leishmania spp. e T. cruzi e quatro cées
(2,7%) reagentes somente para Leishmania spp., demonstrando ser, provavelmente, um titulo
de infeccdo para leishmaniose sem a ocorréncia da reatividade cruzada. No entanto, Victoria
et al. (21), ndo encontraram, em suas pesquisas, o vetor Lutzomyia longipalpis, no Municipio.
O que sugere, provavelmente, que o0s animais reagentes para Leishmania spp poderiam
proceder de regides endémicas.

A interpretacdo de um teste soroldgico de diagndstico depende das condicBes
epidemioldgicas em que ele é realizado. Assim, mesmo encontrando resultados soroldgicos
pareados negativos na identificacdo da LVA canina em cées representativos da area urbana do
Municipio e levando em consideracao as condicGes de risco e vulnerabilidade a enfermidade,
ndo se pode prescindir da necessidade da realizacao de frequentes vigilancias epidemiolégicas
ativa e passiva no Municipio.

CONCLUSAO

Os resultados soroldgicos nos cédes revelaram-se ndo reagentes. Desta forma,
considerando que o presente estudo encontrou apenas resultados soroldgicos pareados nao
reagentes na identificacdo da LVA canina no Municipio e que o tamanho amostrado foi
significativo para as condi¢cdes da pesquisa, pode-se afirmar que a populacdo canina da area
urbana estudada encontrava-se, na ocasido, sem indicativos da ocorréncia da enfermidade.
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RESUMO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é uma neoplasia de células redondas de aspecto
plasmocitoide ou linfocitdide. O tumor apresenta varias particularidades. Nos ultimos anos,
tem-se evidenciado aumento progressivo de tumores com elevados porcentuais de
agressividade e varidvel resposta a quimioterapia, inclusive resisténcia; desta forma, tentar
predizer este comportamento torna-se importante para auxiliar decisdes quanto ao progndstico
e manejo do tumor antes e durante a terapia. Sabendo-se que a utilizacdo da survivina, bem
como da caspase-3, do Ki-67 e da COX-2 sdo importantes para auxiliar no prognéstico, no
manejo do paciente e na monitoracdo da doenca durante e apds a terapia, este trabalho visou
observar em TVTs diferencas na expressao dos imunomarcadores acima citados. Para tal, foi
utilizada a técnica de imunocitoquimica em preparacdes citolégicas de 30 tumores de cées
atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu e os dados
analisados pelo teste de spearman (p<0,05). A positividade da survivina variou de 96,15 a
100% em 200 células contadas por amostra, sendo sua principal localiza¢do citoplasmatica. A
marcacdo pelo anticorpo anti-caspase-3 nos 30 casos de TVT foi baixa, variando de 0 a 6,5%
de positividade em 200 células contadas. Em 21 casos, foi possivel observar marcagdo pelo
Ki-67, e houve uma média de positividade de 15,57%. Finalmente, em todos os casos houve
expressdao de COX-2 com valores que variaram de 90,66 a 100% de positividade em 200
células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,5% de positividade. Em concluséo, €
possivel que o emprego destes marcadores no TVT possa auxiliar no estabelecimento de um
tratamento diferenciado, pelo que recomendamos, avaliar sua expressdo comparando com o
tipo de resposta a terapia.

Palavras-chave: imunocitoquimica, quimioterapia, tumor.

COX-2, CASPASE 3, KI67 AND SURVIVIN IMMUNOEXPRESION IN CANINE
TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR

ABSTRACT

Transmissible venereal tumor is a neoplasm of round cell plasmocitoide and linfocitoide
aspect. The tumor present several particularities, for example, in the recent years has been
evidenced a progressive increase of tumor with high percentages of aggressiveness and
different response to chemotherapy, including resistance. Research this comportment to
predict this behavior becomes important to aid decision as to the prognosis and management
of the tumor before and during therapy. It is know that the use of the survivin, caspase-3,
Ki67 and COX-2 are important to aid prognosis, the patient management and monitoring the

! aboratério de Patologia Veterinaria Comparada, Departamento de Clinica Veterinaria, FMVZ, UNESP-Botucatu

2 |_aboratério de Patologia Veterinaria Comparada, Departamento de Clinica Veterinaria, FMVVZ, UNESP-Botucatu. Contato
principal para correspondéncia.

% Professora do Departamento de Clinica Veterinaria, Laboratério de Patologia Veterinaria Comparada, FMVZ, UNESP-
Botucatu.

Silva SB, Ballesteros HF, Flérez LMM, Rocha NS. Imuno-expressdo de Cox-2, Caspase3, Ki67e Survivina em
tumor venéreo transmissivel canino. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 275-287.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 276

tumor during and after therapy. This study aimed to identify differences in the expression of
the above mentioned immunomarkers in TVT. For this purpose, the technique of
immunocytochemistry on cytological preparations of 30 tumors of dogs examined at the
Veterinary Hospital FMVZ-UNESP, Botucatu was used and the date analyzed by the
spearman test (p<0,05). The survivin positivity ranged from 96.15 to 100% in 200 cells
counted per sample, and its main cytoplasmic localization. The labeling by the anti-caspase-3
in 30 cases of TVT was low, ranging from 0 to 6.5% positivity in 200 cells counted. In 21
cases, it was observed by Ki-67 labeling, and there was an average of 15.57% positivity.
Finally, in all cases there was expression of COX-2 with values ranging from 90.66 to 100%
positivity in 200 cells counted, except for one case which showed 24.5% positivity. In
conclusion, it is possible that the use of these markers in the TVT may assist in establishing a
differential treatment, and we recommend, evaluate its expression compared with the type of
response to therapy.

Keywords: immunochemestry, chemotherapy, tumor.

IMUNOEXPRESION DE COX-2, CASPASE 3, K167 Y SURVIVIN EN TUMOR
VENEREO TRANSMISIBLE CANINO

RESUMEN

El tumor venéreo transmisible (TVT) es una neoplasia de células redondas de aspecto
plasmocitoide o linfocitoide. EI tumor presenta varias particularidades, por ejemplo, en los
ultimos afos se ha evidenciado aumento progresivo de tumores con elevados porcentajes de
agresividad y variable respuesta a la quimioterapia, inclusive resistencia; desta forma, intentar
predecir este comportamiento se torna importante para auxiliar decisiones relacionadas con el
prondstico y manejo del tumor antes y durante de la terapia. Se sabe que la utilizacion de la
survivina, asi como la caspasa-3, del Ki-67 y de la COX-2, son importantes para auxiliar el
prondstico, manejo del paciente y elmonitoramiento de un tumor durante la terapia, asi, este
trabajo busco identificaren TVTs la diferencia en la expresion de losinmunomarcadores
citados. Para ello, fue utilizada la técnica de inmunocitoquimica en preparaciones citologicas
de 30 tumores de caninos atendidos en el Hospital Veterinario de la FMVZ-UNESP, Campus
Botucatu y los datos andlizados a través del test de spearman (p<0,05). La positividad de la
survivina vario de 96,15 %a 100% en 200 células contadas. La marcacion anti-caspasa -3 en
los 30 casos de TVT fue baja variando de 0% a 6,5%. En 21 casos fue posible observar
marcacion por el Ki67, y hubo una media de positividad de 15,57%. Finalmente, en todos los
casos hubo expresion de COX-2 con valores que variaron de 99,66 % a 100% de positividad
en 200 células contadas, excepto por un caso que presento 24,5 % de positividad. En
conclusion, es posible que el empleo de estos marcadores en TVT puedan auxiliar el
establecimiento de un tratamiento diferenciado, por lo que recomendamos, evaluar su
expresion comparada con el tipo de respuesta a la terapia.

Palabras clave: imunocitoquimica, quimioterapia, tumor.
INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) desperta nos pesquisadores em oncologia grande
interesse por diversas caracteristicas, entre elas sua origem controversa (1,2), resisténcia a

quimioterapia (3) e um comportamento agressivo de alguns subtipos celulares (4), além de se
prestar como um excelente modelo de investigagéo para neoplasia comparada (5,6).
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Os processos de proliferacéo, diferenciacdo e morte-celular que ocorrem nas neoplasias
sdo fundamentais para o entendimento do comportamento biol6égico do tumor (7,8). Portanto,
estudos do indice de proliferacéo celular e da taxa de apoptose das células neoplésicas séo de
extrema importancia para a determinagdo da agressividade tumoral e do monitoramento da
neoplasia (9-11).

O crescimento tumoral é determinado por trés fatores principais, dentre eles o tempo do
ciclo celular, a porcentagem das células em proliferacdo e o nimero de células perdidas. Nas
ultimas duas décadas, numerosos estudos clinicos, experimentais e epidemiologicos tem
correlacionado o desenvolvimento e a progressdo do tumor com a presenca da cicloxigenase-2
(COX-2) nas celulas neoplésicas do homem e dos animais (12-15).

Atualmente, sabe-se que a COX-2 esta intimamente relacionada com o desenvolvimento
de tumores, afetando sua progressdo pela inibicdo da apoptose, além de promover
angiogénese, invasao, e proliferagdo de células tumorais (15). Ela é considerada o “primeiro
gene imediato”, formada quando a célula ¢é estimulada e participa de processos como
inflamacéo e carcinogénese (13).

A sua superexpressdo tem sido demonstrada em uma variedade de doengas malignas,
tais como, canceres de pulméo, ovéario e colo do Utero, sendo geralmente associada a
resultados de sobrevivéncia desfavoraveis (14,16,17). O Ki-67, um antigeno de proliferacdo
celular expresso durante todas as fases do ciclo celular, exceto GO, também é um parametro
confiavel de que a célula mantém a capacidade de se proliferar, possuindo alta viabilidade
(18).

Estudos da morfologia e da imunocitoquimica de tumores no homem e em modelos
animais evidenciam que a progressiva resisténcia a apoptose é uma das caracteristicas
marcantes da grande maioria dos céanceres (10,19,20), sendo importante inclusive na
determinacdo de sua agressividade (21,22). A apoptose envolve proteases, dentre elas a
caspase-3, responsaveis por regular ativadores que clivam proteinas nucleares e do
citoesqueleto, induzindo apoptose e morte celular irreversivel (18).

Knauer et al. (10), observaram que uma reducdo da apoptose tumoral tem sido
correlacionada com a expressdo da survivina,o que leva ao aumento da resisténcia do cancer a
terapia e a reducdo do tempo de sobrevivéncia do paciente. Sendo a survivina uma potente
inibidora da caspase, sua superexpressdao nas células neoplésicas implica na resisténcia a
diferentes estimulos apoptéticos, incluindo a quimioterapia (23,24).

Estudos imunocitoquimicos tém ajudado a auxiliar no prognostico, no manejo do
paciente e na monitoracdo da doenca durante e apds a terapia. Sabendo-se que a utilizacdo da
survivina, bem como da caspase-3, Ki-67 e da COX-2 sdo importantes para tal, este estudo
visou, identificar as taxas de expressdo do Ki-67, da caspase-3, da survivina e da COX-2, em
TVTs.

MATERIAL E METODOS

Dados clinicos dos animais

O estudo foi aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP-Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. Amostras foram
retiradas a partir de 30 cdes com diagnostico citoldgico de tumor venéreo transmissivel (TVT)
(25). Os animais foram selecionados no Hospital Veterinario, UNESP-Botucatu, sem restri¢éo
de sexo, raca ou idade.

Coleta do material tumoral
Para coleta do material foi realizada a puncdo ou esfoliacdo da massa e o contetdo foi
colocado sobre laminas histoldgicas, procedendo-se imediatamente a extensdo do material

Silva SB, Ballesteros HF, Flérez LMM, Rocha NS. Imuno-expressdo de Cox-2, Caspase3, Ki67e Survivina em
tumor venéreo transmissivel canino. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 275-287.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 278

(26). As laminas foram secas, fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa para a
avaliacéo citomorfoldgica.

Um segundo aspirado foi realizado, suspendendo-se as células em 1,5mL de PBS livre
de Cat++ e Mg++ gelado. Esta suspensdo foi centrifugada com velocidade entre 550 e 600
rpm, durante trés minutos e o conteudo colocado em laminas que foram posteriormente
utilizadas para realizacdo das técnicas de imunocitoquimica (27).

Avaliagdo citomorfoldgica

As preparacOes citologicas coradas pelo Giemsa foram submetidas a avaliacdo da
morfologia celular, de acordo com as caracteristicas do tipo celular predominante da seguinte
forma: mais de 60% das células de TVT com morfologia ovoide, citoplasma abundante e
nucleo localizado excentricamente foram classificados como TVTs plasmocitoides; mais de
60% de celulas de TVT com morfologia arredondada, citoplasma escasso e nucleo redondo e
central como TVTs linfocitoides.

Os esfregacos corados pelo Giemsa foram avaliados com diferentes objetivas para
detalhamento das caracteristicas celulares e contagem de células, sendo contados em cada
l[amina no minimo dez campos aleat6rios ndo sobrepostos para a obtencao da classificagdo do
tipo celular predominante, totalizando 100 células de cada amostra.

Avaliacdo imunocitoquimica
Na imunocitoquimica, foram utilizados os anticorpos survivina, caspase3, Ki-67 e
COX-2, como descrito na tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos utilizados na marcacdo de amostras citologicas de tumor venéreo
transmissivel.

Anticorpo Clone Marca Tipo Concentracéao
Caspase-3 Asp 175 CellSignaling policlonal 1:200
Survivin 5E8 - Hu Labvision monoclonal 1:100
Ki-67 MIB-1 DakoCytomation ~ monoclonal 1:50
COX-2 CX-294 DakoCytomation ~ monoclonal 1:50

Para a analise inmuno-citoquimica, as laminas contendo as células foram
permeabilizadas, hidratadas, a seguir feito o bloqueio da peroxidase enddégena em uma
solucgéo de peroxido de hidrogeno 10 volumes, durante 20 minutos, posteriormente, seguiu-se
com trés incubacdes, a primeira com 0s anticorpos primarios em camara Umida por 18 horas
(“overnight”) a 4°C.), a segunda com um anticorpo secundario universal (Universal
Biotinilado DAKO K0690 ® Carpinteria EU) e por fim, o complexo streptoavidinaPeroxidase
(DAKO K0690® Carpinteria EU). A revelagdo feita com Diaminobenzidina (DAB DAKO
K3468® Carpinteria EU) e a Contra-colora¢do: com Hematoxilina de Meyer. Posteriormete a
montagem das l&minas, para a analise.

Laminas de controle negativo foram processadas juntamente com as demais, onde foi
suprimido o anticorpo primario na incubacdo e substituido por imunoglobulinas de
camundongo (para os anticorpos monoclonais) e coelho (para os anticorpos policlonais).

As andlises imunocitoquimicas foram realizadas com o auxilio do programa de analise
de imagens (QWin v3.0 Leica) e uma camera digital (Leica DFC) acoplada a um microscépio
(Leica DMLD). Para avaliagdo do percentual de positividade foram contadas 200 células de
TVT consecutivas no aumento de 400x, completando o campo todo, sendo assinaladas as
células que apresentavam reacao positiva e negativa separadamente, bem como anotados 0s
padrbes de marcacgdo (nuclear, citoplasmatico, nuclear e citoplasmatico).

Silva SB, Ballesteros HF, Flérez LMM, Rocha NS. Imuno-expressdo de Cox-2, Caspase3, Ki67e Survivina em
tumor venéreo transmissivel canino. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 275-287.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 279

Anélise estatistica

Para as analises dos dados, foi empregado o programa Statistica7 (Stat soft). Foram
utilizados testes ndo paramétricos de correlacdo de Spearman para correlacionar 0s
marcadores imunocitoquimicos, com nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

No total, foram coletados 30 TVTs, provenientes de cdes de Botucatu e cidades
vizinhas, como S&o Manuel, Laranjal Paulista, Barra Bonita, Bauru entre outras, sendo que 18
eram machos e 12 eram fémeas, com idades variando entre um e 14 anos, sendo que 70% dos
animais estavam concentrados na faixa entre dois e seis anos.

O exame citologico do tumor permitiu diagnosticar e classifica-los, entretanto, a
morfologia plasmocitoide foi a que predominou com 93,34% dos casos, seguido pelo
linfocitoide (6,66%) (Figura 1).
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Figura 1. Amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel dos diferentes tipos citomorfoldgicos:
A. padréo plasmocitoide (predominio de células ovoides, citoplasma amplo e nucleo excéntrico); B.
padrdo linfocitéide (predominio de células redondas, citoplasma escasso e alta relagdo
nucleo:citoplasma). Giemsa, barra: 20um.

A expressdo da survivina foi observada nos 30 esfregacos de TVT estudados (Figura
2a), sendo que sua positividade variou de 96,15 a 100% em 200 células contadas. A principal
localizacdo da marcacdo foi citoplasmaética e em dois casos, foi citoplasmatica e nuclear.

Silva SB, Ballesteros HF, Flérez LMM, Rocha NS. Imuno-expressdo de Cox-2, Caspase3, Ki67e Survivina em
tumor venéreo transmissivel canino. Vet. e Zootec. 2015 jun.; 22(2): 275-287.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 280

A marcacdo pelo anticorpo anti-caspase-3 foi baixa, variando de 0 a 6,5% de
positividade em 200 células contadas (Figura 2b). Uma observacgéo interessante é que em 11
esfregacos houve marcacdo nuclear, além da citoplasmatica.

Figura 2. Marcacdo pelos anticorpos em amostras citoldgicas de tumor venéreo transmissivel (TVT)
canino: A. anticorpo monoclonal anti-survivina; B. anticorpo policlonal anticaspase-3; células com
marcacdo citoplasmatica (setas). Cromdgeno DAB, contra coloragdo hematoxilina de Harris; barra:
20pm.

Em 21 esfregacos, foi possivel observar marcacdo pelo Ki-67, (Figura 3a) e houve uma
média de positividade para o Ki-67 de 15,57 %. Finalmente, todos os esfregacos de TVT
apresentaram expressdo de COX-2 (Figura 3b). Os valores variaram de 90,66 a 100% de
positividade em 200 células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,50% de
positividade.
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Figura 3. Marcacdo pelos anticorpos em amostras citologicas de tumor venéreo transmissivel (TVT)
canino: A. anticorpo monoclonal Ki-67 (clone Mib-1); células com marcacdo nuclear (setas); B.
anticorpo monoclonal anti-COX-2; observar marcacao ao redor do nucleo (setas). Cromdgeno DAB,
contra-coloragdo hematoxilina de Harris; barra: 20pm.

DISCUSSAO

Os dados epidemioldgicos obtidos dos animais deste trabalho foram os seguintes: sem
predilecdo por sexo, raga, e acesso constante a rua, de forma semelhante aos descritos na
literatura (28,29). Por outro lado, os dados obtidos nesta pesquisa, bem como de outras
desenvolvidas pelo nosso grupo ndo diferem com relacdo idade e sexo (28-31).

A classificacdo morfologica do tumor em plasmocitoide, linfocitoide e misto
padronizada e ja bem estabelecida pelo nosso grupo, também foi aplicada nessa pesquisa.
Entretanto, houve predominancia de 93,34% para plasmocitoide. Essa morfologia vem se
repetindo ao longo dos estudos, principalmente em TVTs com tempo de evolugdo maior. Em
trabalhos realizados dentro do grupo observou-se entre 74% a 95%, nessa morfologia (28-31).

Supomos que os TVTs iniciam-se como linfocitdides, tornam-se mistos e depois se
tornam plasmocitoides. Em um trabalho realizado por Amaral (29), os casos de TVT
atendidos no HV — UNESP — Botucatu, foram classificados com rela¢do a evolucéo clinica
em recentes (com até trés semanas de evolucao), estabelecidos (com trés a oito semanas de
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evolucgdo) ou antigos (com mais de oito semanas) e verificou-se que 0s tumores antigos eram
0s predominantes com 52,5% (86 casos), dos 164 casos estudados. Isso reforca o fato dos
tumores encontrados no presente estudo terem sido a maioria de padrdo plasmocitdide, uma
vez que os proprietarios demoram em levar o animal ao atendimento clinico.

O resultado da marcacdo inmunocitoquimica permitiu observar a expressao da survivina
em 28 amostras de TVT a nivel citoplasmético (Figura 2a), e em dois casos, a marcacdo foi
citoplasmatica e nuclear. A localizagdo nuclear ou citoplasmatica da survivina tem importante
influéncia na progressao tumoral (32). Survivina tem sido encontrada na mitocondria de
células cancerigenas e, diante de estimulos apoptdticos, sdo rapidamente liberadas no
citoplasma onde previnem ativacao de caspases e inibem a apoptose (33).

Quando localizadas no nucleo, parecem aumentar a capacidade de reparo de rupturas de
filamentos de DNA, principalmente em células cancerigenas (24). Ela regula a fase G2/M do
ciclo celular por se associar aos fusos dos microtibulos mitéticos, e inibe diretamente a
atividade da caspase-3 e da caspase-7 (34). Em um estudo feito em cancer de mama na
mulher, observou-se correlagdo entre a expressdo da survivina e da caspase-3 com 0 grau
histologico do tumor, porém nao houve correlacdo entre a expressdo da survivina com a
caspase-3 (35). No presente estudo, a expressdo da survivina quando comparada com a
expressao da caspase-3 pelo método ndo paramétrico de correlagdo de Spearman, também néo
mostrou correlagdo (p=0,06), resultado semelhante a Nassar et al. (35). Porém, foi constatado
gue o numero de células marcadas pela caspase-3 foi pequeno, fato esperado frente a intensa
marcagao da survivina.

Necochea-Campion et al. (32), afirmam que localizacdo nuclear ou citoplasmatica da
survivina e sua correlagdo com prognostico ainda é controversa. Alguns autores citam que a
localizagcdo nuclear tem prognostico pior (36,37), porém outros (38,39) sugerem que esta
questdo exige uma investigacdo mais aprofundada. Sua super-expressao estd associada ainda
com a resisténcia a radiacéo e quimioterapia (32,40), dentre eles a vincristina, cisplatina, entre
outros (41).

A marcacdo pelo anticorpo anti-caspase-3 nas 30 amostras de TVT foi baixa. As
caspases sdo proteases dependentes de cisteina e importantes mediadores da apoptose.
Estudos tem confirmado a contribuicdo de vias apoptoticas desreguladas no desenvolvimento
e progressdo do cancer (42). Em linfomas caninos, o indice apoptdtico, avaliado pela caspase-
3, ndo ¢ diferente entre os tumores de alto e baixo grau de malignidade, nem entre os linfomas
T e B (43). J& nos tumores de mama em cadelas, DeNardi (44) observou aumento da
imunomarcacao para caspase 3 nos carcinomas de mama que metastatizaram e nas metastases
pulmonares. Nos adenomas, carcinomas ndo metastaticos e nos carcinomas inflamatdrios a
taxa de apoptose celular foi baixa e sem diferenca entre esses grupos.

Nos homens, neoplasias altamente agressivas possuem uma expressao citoplasmatica
menor de caspase-3 que as neoplasias de grau baixo (45,46) e as que apresentam marcagao
difusa tendem a apresentar pior prognostico (45). Nos casos de TVT ndo foi observada
diferenca de marcagdo da caspase-3 entre 0s animais que apresentavam metastases e 0s que
possuiam apenas TVT genital, sendo que a marcagdo foi citoplasmatica difusa e com
positividade baixa, o0 que sugere um comportamento agressivo do TVT.

Ja para a marcacdo pelo Ki-67, em 21 amostras foi possivel a contagem de células
marcadas (Figura 3a) e houve uma média de positividade de 15,57 %, assemelhando-se aos
resultados relatados por Greattie et al. (47), que encontraram media de 10,8% nos esfregacos
citoldgicos de TVT.

Segundo Yang et al. (48), os indices do Ki-67 para tumores mamarios malignos em
mulheres eram significativamente maiores que dos tumores benignos ou das hiperplasias.
Estes achados foram consistentes com os resultados de estudos prévios com tumores
mamarios caninos (49,50), o que torna a marcacgdo imunoistoquimica para o anticorpo Ki-67
um procedimento confiavel na avaliacdo da malignidade dos tumores mamarios. Quando
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analisada a marcacdo com Ki-67 para proliferacdo celular, ndo se notaram diferencas nos
indices de proliferacdo entre os TVTs plasmocitdides e linfocitoides.

Finalmente, todas as 30 amostras de TVT analisadas neste estudo, apresentaram
expressdo de COX-2 (Figura 3b) e ndo houve diferenga entre 0s tumores menos agressivos e
mais agressivos.

Em mastocitomas cutaneos caninos, a expressao de COX-2, foi maior nos tumores grau
I11, seguidos pelo grau Il e I, porém em todos os graus de diferenciacdo histologica, a
imunomarcacdo foi superior a 50% e de intensidade semelhante (51). J& nos tumores
mamarios de cadelas, a expressdo de COX-2 foi diferente entre os tumores metastaticos e nao
metastaticos, sendo maior neste Ultimo grupo, o que confere a esta imunomarcagdo um
potencial preditivo de possibilidade de metastase (52,44).

A super-expressdo de COX-2 tem sido demonstrada em uma variedade de neoplasias,
dentre elas pulméo, ovério e colo do utero, sendo geralmente associada a resultados de
sobrevivéncia desfavoraveis (15).

Devido a alta expressdo de COX-2 nos casos de TVT aqui estudados, sugere-se que nos
casos mais resistentes ao tratamento com vincristina, possa se associar inibidores de COX-2
ao tratamento. No teste ndo paramétrico de correlagdo de Spearman, com nivel de
significancia (p<0,05), quando comparado a expressdo da COX-2 com a caspase-3, houve
correlacdo significante (p= -0,20). Comparando a expressao da COX-2 com o Ki-67, também
houve correlagdo significante (p=-0,01). Isso se deve ao fato de que quando ha alta expressao
de COX-2, h& diminuicdo da apoptose, e aumento da proliferagdo celular, o que foi observado
pela baixa taxa de positividade para caspase-3 nos TVTs e média positividade para Ki-67.
Porém, quando correlacionado COX-2 com survivina, ndo houve diferenga significativa (p=
0,16), sugerindo que a alta expressdo da COX-2 é devida a sua acdo na promoc¢do da
angiogénese, uma vez que os TVTs sdo altamente irrigados e hemorréagicos.

Vale ressaltar que durante as analises das laminas de TVT, a distribui¢cdo da marcacéo
da COX-2 era, na maioria dos casos, como “dots” perinucleares. Ndo ha na literatura
consultada nenhuma descricdo desse tipo de marcagdo em outras neoplasias, deste modo seria
interessante a investigagdo se esta marcacdo relaciona-se com o grau de agressividade
tumoral, ou ndo hd nenhuma influéncia, uma vez que nos casos da caspase-3, o tipo de
marcacdo também se torna atil (Figura 3b).

Em concluséo, a prevaléncia no Servico de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu
do diagnostico citopatologico de TVT é o de aspecto plasmocitdide. Estes achados indicam
diagnostico tardio, sendo que durante o periodo de evolucdo ocorrem alterac6es na morfologia
da célula tumoral, na fase de implantacdo, linfocitdide e posteriormente plasmocitoide, da
mesma forma, diante dos resultados da inmunocitogquimica, é possivel que o emprego destes
marcadores no TVT possa auxiliar o tratamento diferenciado, pelo que recomendamos avaliar
sua expressdo comparando com o tipo de resposta a terapia.

O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - UNESP e obteve parecer
favoravel (Protocolo n° 223/2011).
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SENSIBILIDADE MICROBIANA DE Staphylococcus spp. ISOLADOS DE LEITE DE
CABRAS COM MASTITE SUBCLINICA
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RESUMO

Um dos entraves a producdo de leite caprino é a mastite, processo inflamatério da glandula
mamaria que determina sérios prejuizos econdmicos e representa risco iminente a salde
publica, tendo em vista que micro-organismos causadores de mastites sdo potencialmente
patogénicos para os seres humanos. O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento
dos animais pode desencadear a selecdo de micro-organismos multirresistentes, além de
produzir residuos no leite e derivados, intensificando os agravos a saude publica.
Considerando que os estafilococos sdo comumente isolados a partir de casos de mastite em
caprinos, e tendo em vista que o antibiograma possibilita o direcionamento estratégico para o
tratamento dos rebanhos, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de sensibilidade in
vitro, frente a dez antimicrobianos de 86 cepas de estafilococos isoladas de amostras de leite
de cabras, a partir de casos de mastite subclinica. Verificou-se que o antimicrobiano mais
efetivo foi a gentamicina, com 96,5% de sensibilidade; seguido de cefalexina e neomicina,
com 95,3% de sensibilidade a cada um destes antimicrobianos. Os antimicrobianos aos quais
0S micro-organismos apresentaram maior resisténcia foram: ampicilina (37,2%), penicilina
(27,9%) e tetraciclina (24,4%). Os resultados alertam para a importancia do diagndstico
precoce das mastites em caprinos, bem como do estudo do perfil de sensibilidade microbiana,
para aumentar a possibilidade de éxito do tratamento de mastites, principalmente a secagem
evitando a ocorréncia de casos cronicos e a selecdo de micro-organismos multirresistentes.

Palavras-chave: leite, caprinos, estafilococos, antibiograma, diagndstico.

MICROBIAL SENSIBLITY OF Staphylococcus spp. ISOLATED OF GOAT MILK
WITH SUBCLINICAL MASTITIS

ABSTRACT

One of the barriers to the production of goat milk is mastitis, inflammation of the mammary
gland that determines serious economic losses and is imminent risk to public health,
considering that microorganisms causing of mastitis are potentially pathogenic to humans.
The indiscriminate use of antimicrobials in the treatment of animals can trigger the selection
of multiresistant microorganisms, and produce residues in milk and dairy products
intensifying the harm to public health. Whereas staphylococci are commonly isolated from
cases of mastitis in goats, and considering that the antibiogram allows the strategic direction
for the treatment of the herds, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial
susceptibility profile, front to ten antimicrobials of 86 staphylococci strains isolated from
goats milk samples from cases of subclinical mastitis. It was found that the most effective
antibiotic was gentamicin with 96.5% sensitivity; cephalexin and neomycin followed with
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95.3% sensitivity for each of these antimicrobials. The antimicrobial agents wich the micro-
organisms had more resistance were: ampicillin (37.2%), penicillin (27.9%) and tetracycline
(24.4%). The results emphasize the importance of early diagnosis of mastitis in goats as well
as the antimicrobial susceptibility profile study to increase chance of successful the treatment
of mastitis, avoiding the occurrence of chronic cases and the selection of multiresistant
microorganisms.

Keywords: milk, goat, staphylococci, antibiogram, diagnostic.

SENSIBILIDAD MICROBIANA DE AISLADOS DE Staphylococcus spp. DE LECHE
CAPRINA EN CASOS DE MASTITIS SUBCLINICA

RESUMEN

Uno de los obstaculos para la produccién de leche de cabra es la mastitis, inflamacién de la
glandula mamaria que determina serias pérdidas econémicas y es un riesgo inminente para la
salud publica, dado que los microorganismos causantes de mastitis son potencialmente
patdgenos para los seres humanos. El uso indiscriminado de antibioticos en el tratamiento de
los animales puede provocar la seleccion de microorganismos multirresistentes, y producir
residuos en la leche y sus derivados, mediante la intensificacion de amenazas para la salud
publica. Mientras que los estafilococos son comlUnmente aislados de casos de mastitis en
cabras, y considerando que el antibiograma es la direccion estratégica para el tratamiento de
los animales, el objetivo de este estudio fue evaluar la sensibilidad in vitro, de 86 cepas de
estafilococos frente a diez antimicrobianos, aisladas de muestras de leche de cabra de casos de
mastitis subclinica. Se encontré que las cepas aisladas mostraron mayor sensibilidad para el
antibidtico gentamicina con 96,5%; cefalexina y neomicina siguieron con 95,3% de
sensibilidad respectivamente. En contraste, los aislados presentaron mayor resistencia para los
anitibidticos ampicilina (37,2%), penicilina (27,9%) vy tetraciclina (24,4%). Los resultados
ponen de relieve la importancia del diagnéstico precoz de la mastitis en cabras, asi como el
estudio de perfil de sensibilidad microbiana, para aumentar las posibilidades de éxito en la
prevencion de la ocurrencia de los casos crénicos y la seleccion de microorganismos
multirresistentes.

Palabras clave: leche, caprino, estafilococos, susceptibilidad a los antibi6ticos, diagndstico.
INTRODUCAO

A caprinocultura leiteira tem representado um segmento importante de mercado no
Brasil (1), tendo em vista as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do leite caprino, e a
maior seletividade dos consumidores, que buscam cada vez mais por produtos saudaveis e de
qualidade comprovada. Por apresentar rapida digestibilidade, é recomendado a pessoas com
intolerancia a lactose. Ademais, é cientificamente comprovado que o consumo habitual de
leite de cabra resulta em efeitos positivos no metabolismo mineral, na recuperacdo da anemia
ferropriva e na mineralizacéo 0ssea (2).

A producéo de leite de cabra, assim como a de leite bovino, deve estar embasada tanto
no adequado manejo higiénico-sanitario, quanto no rigoroso controle de qualidade, para
garantir a inocuidade do produto e de seus derivados. No entanto, um dos entraves a producéao
leiteira bovina e caprina é a ocorréncia de mastite, que se caracteriza por pProcesso
inflamatério da glandula mamaria, podendo ser de origem tdxica, traumatica, alérgica,
metabolica ou infecciosa, sendo esta ultima a mais frequente e importante (3,4). Diversos
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micro-organismos podem estar associados a casos de mastite, como bactérias, fungos,
leveduras, algas e virus, entretanto os de origem bacteriana séo os mais frequentes (3).

A mastite pode apresentar curso clinico ou subclinico e a sua prevaléncia em caprinos
varia entre 22 e 75%, sendo que 0s casos subclinicos sdo os mais frequentes (5), causando
prejuizos que geralmente passam despercebidos pelos criadores, especialmente quando o
diagndstico da forma subclinica ndo é realizado. A queda na producédo leiteira, o descarte
prematuro de animais, os custos com medicamentos, o descarte do leite, 0 aumento dos custos
com mao-de-obra e honorérios veterinarios, entre outras despesas (6) sdo fatores que mantém
a mastite como a mais importante causa de perdas econémicas do setor leiteiro (7).

Outro aspecto importante a ser considerado € o risco iminente & salde publica
considerando que diversos agentes infecciosos envolvidos sdo potencialmente patogénicos
para humanos. Os micro-organismos mais comumente isolados em casos de mastite caprina
sdo similares aos da mastite bovina, em caprinos, assim como em bovinos, 0s patdgenos mais
frequentemente encontrados sdo os estafilococos (5). Staphylococcus coagulase-negativa
(SCN) sdo os mais comumente isolados (8) seguidos de Staphylococcus coagulase-positiva,
Streptococcus spp., Escherichia coli, Micrococcus spp. e Pasteurella spp. (6).

Para isolamento e caracterizacdo dos agentes etioldgicos das mastites, o teste padrao
utilizado é o cultivo microbiolégico, fundamental para o diagndstico, profilaxia e controle
dessa afeccdo (9,10). Micro-organismos, como Staphylococcus aureus (S. aureus),
apresentam resisténcia a diversos antibioticos. Estudos ressaltam a importancia da utilizacéo
do antibiograma como método de diagndstico importante para o direcionamento correto no
tratamento de mastites (4). Culturas de amostras de leite total de rebanhos ou de tanques de
expansdo também tém sido utilizadas para estudos e identificacdo de patdgenos especificos
como S. aureus e Streptococcus agalactiae (11).

Uma forma de controle empregada em caso de enfermidades infecciosas de origem
bacteriana como as mastites € 0 uso de antimicrobianos. No entanto, se o tratamento for
realizado de forma indiscriminada, pode desencadear a selecdo de micro-organismos
resistentes, dificultando o controle das mastites. Vale ressaltar ainda que a resisténcia
bacteriana, bem como a presenca de residuos de antimicrobianos no leite e em derivados,
representam serios problemas para a satde publica (12).

Para evitar o uso indiscriminado e abusivo de antimicrobianos no tratamento das
mastites, recomenda-se a realizacdo do antibiograma, a partir dos isolados obtidos das
amostras de leite dos rebanhos. Apesar de ser um teste in vitro, o antibiograma possibilita o
direcionamento do tratamento, por meio da escolha de principios ativos que melhor atuem
contra 0s micro-organismos isolados (4).

Considerando a relevancia da producdo leiteira caprina no Brasil, bem como a
importancia dos estafilococos como patdgenos causadores de mastites em caprinos, o objetivo
do presente estudo foi avaliar o perfil de sensibilidade de isolados de estafilococos de casos
subclinicos de mastite em rebanhos caprinos do Estado de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODOS

Reisolamento dos micro-organismos

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do
Nucleo de Pesquisa em Mastites (NUPEMAS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, FMVZ/UNESP- Botucatu-SP.

Foram avaliadas 86 amostras de Staphylocococcus spp., isolados de casos de mastite
caprina subclinica que se encontravam estocadas a -80°C, em caldo cérebro coragéo (BHI)
adicionado de glicerol a 10%. As mesmas foram reisoladas em placas contendo agar sangue
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ovino a 5% e incubadas a 37°C, por 24 horas, sendo a seguir repicadas de 2-3 colonias para
caldo BHI, incubando-se por 24 horas para posterior realizacdo do antibiograma.

Antibiograma

Para a realizacdo dos antibiogramas utilizou-se o0 método de difusdo com discos (13) de
oxacilina (1ug), cotrimoxazol (25ug), penicilina (10Ul), enrofloxacina (5ug), cefalexina
(30ug), gentamicina (10ug), neomicina (30ug), ciprofloxacina (5ug), tetraciclina (30ug) e
ampicilina (10ug). Interpretacéo dos halos de inibic&o foi de acordo com National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (14).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo das diferentes espécies de estafilococos avaliadas esta apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Espécies de Staphylococcus isoladas a partir de leite de cabras com mastite
subclinica. Botucatu-SP, 2015.

Micro-organismos Numero de isolados % frente ao total de
isolados
Staphylococcus spp. (SCN)* 44 51,2
Staphylococcus aureus 23 26,7
Staphylococcus intermedius 14 16,3
Staphylococcus hyicus 3 3,5
Staphylococcus lutrae 1 1,2
Staphylococcus schleiferi 1 1,2
Total 86 100

*Estafilococos coagulase-negativa

Staphylcoccus coagulase-negativa (SCN) foram 0s micro-organismos mais frequentes
encontrados no presente estudo, corroborando com os resultados de da Silva et al. (15) que ao
pesquisarem a suscetibilidade de espécies de Staphylococcus em cabras com mastite
subclinica no Nordeste do Brasil, identificaram 60% de SCN e 37% de S. aureus. Peixoto et
al. (5) da mesma forma encontraram maior frequéncia de SCN (29,9%).

Os resultados do perfil de sensibilidade in vitro frente aos antimicrobianos testados nas
86 cepas de Staphylococcos spp. sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Perfil de sensibilidade microbiana de estafilococos isolados do leite caprino de
casos de mastite subclinica. Botucatu-SP, 2015.

Antimicrobiano R % PS % S %

Ampicilina 32 37,2 - - 54 62,8
Penicilina 24 27,9 - - 62 72,1
Tetraciclina 21 24,4 8 9,3 57 66,3
Oxacilina 9 10,5 1 1,2 76 88,4
Enrofloxacina 6 7,0 - - 80 93,0
Cotrimoxazol 4 4,7 7 8,1 75 87,2
Cefalexina 4 4,7 - - 82 95,3
Gentamicina 3 3,5 - - 83 96,5
Ciprofloxacina - - 5 5,8 81 94,2
Neomicina - - 4 4,7 82 95,3

*R: resistentes; PS: parcialmente sensiveis; S: amostras sensiveis; %: em relagdo ao nimero total de isolados.
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Verificou-se que mais de 70% das cepas de estafilococos apresentaram sensibilidade
frente a oito dos dez antimicrobianos testados. O antimicrobiano mais efetivo in vitro foi a
gentamicina, com 96,5% das cepas sensiveis; seguido de cefalexina e neomicina, com 95,3%
dos isolados sensiveis a cada um dos antimicrobianos.

Os trés antimicrobianos aos quais 0S micro-organismos apresentaram maior resisténcia
foram ampicilina, penicilina e tetraciclina. Da mesma forma, Moroni et al. (16) constataram
reduzida sensibilidade dos estafilococos a tetraciclina. Apesar da tetraciclina de longa acao ter
sido comumente indicada para o tratamento dos casos de mastites em caprinos devido ao seu
amplo espectro de acdo (17), os resultados recentes de resisténcia bacteriana frente a este
antimicrobiano demonstram a sua reduzida eficacia, restringindo a indicagdo de uso nos
rebanhos.

Em estudo realizado por Garino Junior et al. (18), foi avaliado o perfil de sensibilidade
in vitro de cepas de Staphylococcus isoladas de mastite caprina no semiarido paraibano. No
estudo desses autores, os indices de sensibilidade variaram de 80% a 90%. Cefalexina e
oxacilina, foram efetivas em 85,75% e 83,33% dos isolados de Staphylococcus. Esses dados
corroboram com o presente estudo, com elevado indice de sensibilidade, com 96,5% e 88,4%
de sensibilidade para os mesmos farmacos. No presente estudo, a maioria dos isolados (70%)
apresentou sensibilidade a oito dos dez antimicrobianos testados. Ressalta-se a importancia do
uso de testes complementares ao antibiograma, como a concentracao inibitéria minima (CI1M),
para correta dosagem do antimicrobiano a ser utilizado, evitando-se assim a multirresisténcia
e garantindo a eficacia no tratamento das mastites (18).

Os resultados do perfil de sensibilidade in vitro das diferentes espécies de estafilococos
coagulase-positiva e negativa avaliados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil de sensibilidade de Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite caprino
a partir de casos de mastite subclinica. Botucatu-SP, 2015.

S. S. S. S. S.
Antimicrobiano  aureus hyicus  intermedius lutrae schleiferi SCN

% % % % % %
Ampicilina 30,4 33,3 64,3 - 100,0 81,8
Cefalexina 100,0 66,7 85,7 100,0 100,0 97,7
Ciprofloxacina 87,0 66,7 100,0 - 100,0 97,7
Cotrimoxazol 60,9 100,0 100,0 100,0 100,0 95,5
Enrofloxacina 78,3 100,0 100,0 - 100,0 100,0
Gentamicina 100,0 66,7 85,7 100,0 100,0 100,0
Neomicina 100,0 66,7 85,7 100,0 100,0 97,7
Oxacilina 100,0 66,7 78,6 100,0 100,0 86,4
Penicilina 60,9 33,3 57,1 - 100,0 86,4
Tetraciclina 78,3 - 64,3 100,0 100,0 63,6

Dentre os estafilococos coagulase-positiva, 0 mais frequentemente isolado foi S. aureus
(26,7%), com 100% de sensibilidade frente a cefalexina, gentamicina, neomicina e oxacilina,
corroborando os resultados de Langoni et al. (6), que avaliando o perfil de sensibilidade
microbiana de S. aureus isolados a partir do leite caprino, verificaram maior sensibilidade do
patogeno frente a gentamicina e oxacilina.

Os SCN isolados apresentaram 100,0% de sensibilidade frente a enrofloxacina e
gentamicina. Em estudos realizados por Neves et al. (19), Lima Janior et al. (20) e Peixoto et
al. (5) foram obtidos resultados semelhantes aos do presente estudo para gentamicina.
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CONCLUSAO

Micro-organismos do género estafilococos sdo frequentemente isolados de casos de
mastite caprina, especialmente os SCN, e a resisténcia in vitro dessas cepas frente a
antimicrobianos como a ampicilina, a penicilina e a tetraciclina, alertam para alteracGes do
perfil de sensibilidade destes patdgenos ao longo dos anos. Estes antimicrobianos foram
amplamente recomendados para o tratamento de rebanhos caprinos leiteiros e sua eficacia
pode estar comprometida limitando sua indicacdo. A realizacdo do diagnostico precoce das
mastites em caprinos e seu tratamento baseado no perfil de sensibilidade microbiana
aumentam a possibilidade de éxito no tratamento de mastites, evitando-se a ocorréncia de
casos cronicos e a selecdo de micro-organismos multirresistentes.
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RESUMO

O jabuti é a designacdo vulgar dos répteis do género Chelonoidis, da ordem dos Quel6nios, da
familia dos testudinideos. A literatura apresenta escassas informacdes a respeito da
importancia desse réptil silvestre na cadeia epidemioldgica das infecgdes. A determinacdo da
microbiota entérica de animais silvestres tem por importancia ndo s6 o conhecimento de
micro-organismos que venham a compor a flora intestinal normal dessas espécies, como
também a possibilidade de se descobrir novos agentes veiculadores de micro-organismos
patogénicos ao homem, e para as demais espécies animais. Com a finalidade de verificar a
microbiota de Chelonoidis, foram colhidos “swabs” retais de nove membros desta espécie que
se encontram confinados no Zooldgico Municipal da cidade de Aracatuba. O material foi
enviado e processado no laboratdério de Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
UNESP — Campus de Aracatuba. As amostras foram semeadas em meios de Agar Sangue e
MacConkey incubadas em atmosfera de aerobiose a temperatura de 37°C por 24h, e em agar
Sabouraud que permaneceram em anaerobiose por 7 a 15 dias. Caracteristicas morfoldgicas e
tintoriais fundamentaram a identificacdo das colbnias bacterianas, além das provas
bioquimicas. Das amostras analisadas somente 55,5% obtiveram resultados conclusivos,
sendo identificadas prevaléncias de 100% e 20% para Escherichia coli e a Klebsiella oxytoca,
respectivamente. Os resultados revelam que geoquelbnios atuam significativamente na
ecoepidemiologia de doencas infecciosas com a manutencdo e a propagacao de patdgenos no
ambiente.

Palavras-chave: Chelonoidis, microbiota, bacteriana, patdgeno, gastrointestinal.

MICROBIOTA ANALYSIS OF GASTROINTESTINAL CHELONOIDIS FROM
CAPTIVITY IN THE NORTHWESTERN REGION OF SAO PAULO

ABSTRACT

The jabuti is the common name of the genus Chelonoidis reptiles of the order of turtles, the
family of testudinideos. The literature presents little information on the importance of reptile
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in the wild epidemiological chain of infection. The determination of the enteric microbiota of
wild animals is important not only to knowledge of microorganisms that will form the normal
intestinal flora of these species, but also the possibility to discover new agents of pathogenic
microorganisms to humans and to other animal species. In order to verify the microbiota of
Chelonoidis, were collected "swabs™ rectal nine members of this species that are confined in
the Municipal Zoo of the city of Aragatuba. The material was sent and processed in the
laboratory of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine UNESP - Campus de Aragatuba.
The samples were sown in media of blood and MacConkey agar incubated in aerobic
atmosphere at a temperature of 37 °© C for 24h, and Sabouraud agar remained in anaerobiosis
for 7 to 15 days. Morphological characteristics and staining based identification of bacterial
colonies, in addition to the biochemical evidence. Samples of only 55.5% obtained conclusive
results, and identified prevalence of 100% and 20% for Escherichia coli and Klebsiella
oxytoca, respectively. The results show that significantly geoquelénios work in Eco-
epidemiology of infectious diseases with the maintenance and spread of pathogens in the
environment.

Keywords: Chelonoidis,microbiota, bacterial, pathogen, gastrointestinal.

ANALISIS DE LA MICROFLORA GASTROINTESTINAL DE CHELONOIDIS
COMING FROM CAUTIVIDAD DE REGION NOROESTE DE SAO PAULO

RESUMEN

El jabuti es una especie de tortuga del género Chelonoidis,de la familia de los testudinideos.
En la literatura hay poca informacion acerca de la naturaleza de estos reptiles en la cadena
epidemioldgica de la infeccion. La determinacion de la microflora entérica de los animales
silvestres es importante no sélo para el conocimiento de los microorganismos que forman la
flora intestinal normal de estas especies, sino también en la posibilidad de descubrir nuevos
agentes de microorganismos patdgenos para los seres humanos y otras especies animales. Con
la finalidad de verificar la microflora de Chelonoidis se tomaran "frotis" del recto de esta
especie de tortugas las cuales se encuentran en el zoologico municipal. EI material fue
enviado y procesado en el Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria de
la UNESP - Campus de Aracatuba. Las muestras fueron manejadas en medios de cultivo para
bacterias (agar sangre, Mac Conkey y Sabouraud) se incubaron en una ambiente para
bacterias aerobias y anaerobias a una temperatura de 37°C. Serrealizaron pruebas bioguimicas
para identificacion bacteriana. Las muestras fueron sembradas en medios enriquecidos de agar
sangre y MacConkey incubadas en atmdsfera aerdbica a una temperatura de 37 ° C durante 24
horas, para luego ser mantenidas en agar Sabouraud en anaerobiosis por 7 a 15 dias. La
identificacion de colonias bacterianas fue realizada en base a sus caracteristicas morfoldgicas,
de tincidn y a través de las pruebas bioguimicas. De las muestras analizadas, solo en el 55,5%
se obtuvieron resultados concluyentes y se logro determinar la prevalencia de Escherichiacoli
y Klebsiellaoxytoca en un 100% y 20% respectivamente, de los casos analizados. Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que los geoquelonios “influyen”
significativamente en Eco-epidemiologia de las enfermedades infecciosas con la propagacion
y el mantenimiento de los agentes patdgenos en el medio ambiente.

Palabras clave: Chelonoidis, la microflora, bacterias, patdgenos, gastrointestinales.
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INTRODUCAO

Os geoquel6nios sdo animais silvestres e hospedeiros de uma rica diversidade de micro-
organismos como bactérias, fungos e virus que podem atuar como potentes patdgenos para o
homem e outras espécies de animais podendo acarretar, consequentemente, graves problemas
de Salude Publica. Dedicamos nossos estudos a espécie Chelonoidiscarbonaria cujo nome
vulgar ¢ “jabuti-piranga”, “jabuti de patas vermelhas”, “red-foottortoise”, ou ainda “South
American red-foottortoise” (1,2).

Pertence a Classe Reptilia, Subclasse Anapsida (animais com o teto do cranio solido,
sem aberturas atras do olho), Ordem Chelonia, Familia Testudinidae. Esta familia é
representada por doze géneros e cerca de quarenta espécies, todas terrestres (3,4).

Os "jabutis de patas vermelhas", sdo encontrados em zonas tropicais da América do Sul:
nas Guianas, Venezuela, Equador, Paraguai, Brasil e algumas ilhas do Caribe (5,6).

No Brasil, duas espécies sdo originarias das florestas Umidas. Uma delas ¢é a
Chelonoidiscarbonaria, conhecida como Jabuti-piranga e a outra é a Chelonoidisdenticulata,
também chamada de Jabuti-tinga.

O jabuti-piranga, por viver em regides mais abertas, como a borda das matas e 0s
campos dos cerrados, ¢ a espécie mais conhecida. Infelizmente, pelos mesmos motivos, ele é
cacado com frequéncia para consumo da sua carne e para a venda como animal de estimacéo,
atividades proibidas por lei. No Brasil, aparece dos estados da Amazonia até o norte de Séo
Paulo.

A alimentacdo do jabuti € feita principalmente a base de frutos, mas os jabutis sdo
animais onivoros, ou seja, se alimentam de quase qualquer substancia organica. Costumam
comer carne, frutas doces, verduras e legumes. Possuem habitos diurnos e passam o tempo em
busca de alimento, especialmente os de cores vermelhas e amarelas.

Apesar das leis de protecdo a fauna nativa, varios exemplares de geoquel6nios sdo
criados em cativeiro no Brasil, seja como animais de estimacdo, em zooldgicos ou em
criatorios comerciais legalizados, predispondo um maior contato entre 0 homem e 0s
possiveis patdgenos que estes répteis exdticos possam vir a hospedar.

Este contato aproxima agentes infecciosos ou parasitarios no sentido de encontrarem
novos hospedeiros e novos ambientes nos quais existam condicdes de manutencao,
multiplicacdo e transmissédo dos mesmos (7).

O crescente aumento de répteis, em especial jabutis como pet, mostra a grande
importancia do aprofundamento de estudos microepidemiol6gicos nesses animais. Cuidados
com a higiene sdo imprescindiveis para a manutencdo destes em cativeiro. Recomenda-se que
a limpeza de terrarios seja frequente e a troca de agua seja diaria. Os utensilios de cada
terrario devem ser exclusivos do terrario, evitando dessa maneira carrear micro-organismos de
um local para outro.

Os micro-organismos que compde a microbiota normal do jabuti podem se tornar
patogénicos para seus hospedeiros quando os mesmos encontram-se debilitados. Além disso,
a eliminacdo continua destes micro-organismos por répteis aparentemente saudaveis ou
mesmo doentes pode representar um importante problema para pessoas que mantenham
contato com estes animais (8).

A medicina humana néo esta familiarizada com as zoonoses transmitidas por répteis e,
raramente, durante uma consulta, procede-se a averiguagdo sobre informagdes acerca do
contato entre o paciente e um réptil de estimagéo (9).

Alguns fatores podem ser classificados como predisponentes para a ocorréncia de
infeccbes por bactérias presentes na microbiota saudavel dos geoquel6nios, como ma
nutricdo, alta umidade e agua de baixa qualidade.
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Os repteis constituem um dos grupos de vertebrados que apresentam variacdes
significantes em seu regime alimentar, isso faz com que cada animal possua uma microflora
gastrointestinal propria e caracteristica, influenciada pelo habitat e pelo tipo de alimentos
ingeridos. O conhecimento a respeito da microbiota presente em uma populacdo de
geoqueldnios silvestres é essencial para se identificar os possiveis reservatorios responsaveis
pela transmissdo de provaveis zoonoses.

O objetivo geral do presente trabalho foi rastrear e avaliar a microbiota gastrointestinal
do Chelonoidis e identificar sua importancia na ecoepidemiologia de doengas infecciosas,
verificando, consequentemente, a manutencdo e a propagacao de patdgenos no ambiente, ja
que h& uma escassez de dados nestes animais quanto a este assunto.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas fezes de nove (09) jabutis, membros do género Chelonoidis, de ambos
0s sexos, adultos com idade varidavel, mantidos no Zoologico Municipal Dr. Flavio Leite
Ribeiro, na cidade de Aracatuba, Sdo Paulo. Os animais foram imobilizados, por contencédo
mecanica, e amostras de fezes foram colhidas, utilizando swabs retais, posteriormente
acondicionadas em isopor com gelo e imediatamente submetidas a analises no Laboratorio de
Microbiologia da Unesp-Aracatuba.

As fezes foram semeadas em meios de MacConkey e agar enriquecido com sangue
ovino a 5% desfribrinado e incubadas em atmosfera de aerobiose a temperatura de 37°C em
estufa bacteriolégica por 24 h, 48 h e 72 h respectivamente.

Os cultivos bacterianos foram observados e identificados de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas das coldnias e do micro-organismo quando submetido a
coloracdo de Gram. Posteriormente, procedeu-se com provas bioquimicas (Triple sugar iron,
motilidade, indol, Lisina, e citrato) para a identificacdo do género e espécie bacteriana,
segundo Quinn (10).

RESULTADOS

Das nove (09) amostras analisadas, cinco apresentaram crescimento de micro-
organismos da familia das Enterobacteriaceae, representando 55,5% dos isolamentos. As
demais culturas, 44,5% apresentaram crescimento exuberante de mdaltiplas colénias em
associacao, caracterizando por crescimento macico de contaminantes, ndo sendo possivel o
isolamento e a identificacdo de micro-organismos. As espécies de maior ocorréncia foram
Escherichia coli, apresentando crescimento puro e exuberante em 100%, das amostras,
seguida pela Klebsiella oxytoca com 20% dos isolados. Os resultados demonstraram uma
totalidade de bactérias Gram negativas fermentadoras (P<0,05) em todas as amostras
consideradas.

DISCUSSAO

A popularidade de diferentes répteis criados como animais de estimacdo vem crescendo
e tem causado preocupacdo quanto ao seu impacto na saude publica. Segundo Johnson-
Delaney (9), répteis criados em domicilios podem apresentar risco potencial de transmissdo de
diferentes micro-organismos.

Um estudo realizado por Pessoa (11), em estabelecimentos comerciais credenciados
pelo IBAMA, durante o periodo de 12 meses, constatou que os jabutis (C. carbonaria)
representaram 31,13% das principais espécies vendidas, o que mostra ser uma espécie
cativante e de interesse para animal de estimagao.
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Os dados obtidos no presente estudo concordam com os resultados de Pessoa (12), que
ao analisar a microbiota bacteriana presente na cloaca de 100 jabutis criados em domicilio,
encontrou as maiores prevaléncias para Escherichia coli e Klebsiella spp. com 67% e 54%,
respectivamente. Semelhantemente, aos apresentados por Benites et al. (13), onde os autores
isolaram E. coli (67%) e Klebsiella (57%), além de outros micro-organimos a partir de suabes
cloacais. Diferentemente dos resultados encontrados por Meyer-Junior et al. (14) quando E.
cloacae foi o micro-organismo de maior freqiéncia (27,45%), seguido por Klebsiella
pneumoniae com 17,65% de 116 amostras de tartarugas da amazonia.

A Escherichia coli é um dos micro-organismos em que as estirpes sdo tidas como
naturais da flora microbiana intestinal da maioria dos animais, sendo consideradas
inofensivas, entretanto, outros tipos podem levar a doencas sérias por serem hemorragicas,
devido a producéo de grande quantidade de toxinas, provocando severos danos & mucosa
intestinal, principalmente em jovens e imunocomprometidos (15), além da possibilidade de se
alcancar as vias urinarias, causarem infeccdes sérias , por ser um patégeno agressivo no trato
urinario (16).

Outro patdégeno de grande importancia encontrado neste estudo pertencia ao género
Klebsiella, semelhantemente aos resultados apresentados por Meyer-Junior et al. (14) sendo
um habitante comum no trato respiratdrio, intestinal e urogenital, podendo acarretar infeccbes
graves em imunocomprometidos.

Os resultados revelam que geoquelonios podem hospedar micro-organismos
patogénicos em suas fezes; podendo, portanto atuar de forma ativa na ecoepidemiologia de
doencas infecciosas. Embora, o nimero de amostras seja pequeno, os resultados revelam uma
tendéncia a homogeneidade microbiana que compde a microbiota da espécie, ja que esses
animais dividem o mesmo recinto como habitat e recebem a mesma dieta alimentar. Vale
ressaltar, que a falta de cuidados com os animais jovens podem trazer deficiéncia
imunologica, impossibilitando-os de manter um controle suficiente e eficaz contra os agentes
patogénicos adquiridos (12). Os resultados ainda nos permite inferir sob os cuidados
necessarios com o material bioldgico durante todos os procedimentos, a fim de evitar perdas
das amostras, prejudicando o trabalho.

O conhecimento de novos nichos e habitat nos permite a elaboracdo de estratégias que
visem inibir a veiculacdo de determinadas doencas que possam ser consideradas zoonoses.
Sendo os geoquel6nios animais de sangue frio sua microflora gastrointestinal pode apresentar
bactérias com caracteristicas particulares e adaptadas ao hospedeiro sendo, portanto,
necessarias outras pesquisas especificas que nos permitam maior conhecimento.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo possibilitam concluir que os Chelonoidis, séo
hospedeiros de importantes patdgenos, o que enfatiza sua relevancia na ecoepidemiologia de
doencas infecciosas, confirmando, consequentemente, a manutencdo e a propagacgédo de tais
patdgenos no ambiente. Principalmente, quando presentes em cativeiro, pois a transmissao
entre os animais torna-se facilitada pelo compartilhamento de espaco, muitas vezes restrito, e
consorciado a outros animais, possibilitando a transmissao de zoonoses.
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com 0s seguintes itens:
1. P4gina 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 maiuscula. 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 indicardo o cargo e o endere¢o profissional dos autores, seguidos da
instituicdo onde o trabalho foi desenvolvido ou as quais estéo 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
aprovacéo.

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 informacles referentes a
introducgdo, metodologia, resultados e conclusées. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo
Unico e espagamento simples, comegando por RESUMO. O abstract, e 0 resumen, devem ser tradugao
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:

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

Material e Métodos: Deve oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de forma clara e
concisa, como variaveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos utilizados, inclusive o0s
estatisticos.

Resultados: Apresentagdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem interpretacdes e
comparacOes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha a parte, no méximo de cinco, ordenadas
em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacao 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 gréficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha & 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 impressao deve ser em papel adequado, de qualidade.

Discussdo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados, confrontando com a literatura
pertinente, apresentada na introducdo. Se julgar conveniente, os resultados e a discusséo 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 versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos arabicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numeracao nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no endereco eletrdnico da revista. Para as demais se¢des 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 utilizacéo.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos de revisdo bibliogréfica 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, introdugéo, desenvolvimento do assunto, consideracdes
finais e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO

N&o 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

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

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas
no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas com numeros
arabicos, entre parénteses, seguindo a mesma sequéncia. Os titulos das revistas devem ser abreviados
de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel em: http://www.nlm.nih.gov.

Exemplos

Citacoes

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

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

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

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

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

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

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.
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1 Artigo de revista

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.
Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de S&o
Paulo e sua relacdo com 0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizac¢do 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
usuério: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

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

4 Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producéo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Artigos apresentados em congressos, reunides, semindrios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3% Congresso Nordestino de Producéo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

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

7 Publicacdes disponiveis na Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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JOURNAL OF VETERINARY MEDICINE AND ANIMAL SCIENCE

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

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

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

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria e Zootecnia”

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

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

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

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

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

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

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

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

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

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

3. The structure of the paper must include:

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

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

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

REVIEW ARTICLES

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

CASE REPORTS

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

SHORT COMMUNICATIONS

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

REFERENCES AND CITATIONS

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

Examples:

Citations

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

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

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem imobilizacdo
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Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.
O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).
O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

References
List the first seix authors followed by et al.

1 Journal article

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdao. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Séo
Paulo e sua relacdo com 0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organization as author

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

Universidade Federal de Vigosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usuario: versdo 7.1. Vicgosa; 1997.

3 Book

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

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producéo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Conference paper

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produgédo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Dissetation

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

7 Eletronic material on Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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REVISTA “VETERINARIA Y ZOOTECNIA”

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

La Revista Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia —
UNESP, Campus de Botucatu, publica articulos cientificos originales, articulos de revision de
bibliografia, estudios de caso y comunicaciones cortas, relacionadas con las areas de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia, con periodicidad semestral, en las lenguas Portugués, Espafiol o Inglés,
siendo los conceptos y opiniones emitidas, de exclusiva responsabilidad de los autores.

La publicacién depende de la evaluacion preliminar del Presidente del Consejo Editorial, que
analiza la relevancia, y los aspectos formales, de acuerdo con la categoria del articulo sometido y las
normas editoriales establecidas. Si es aprobado, se adopta el mérito de la evaluacion por pares, se
envia para dos Revisores, de acuerdo con el area. Los conceptos ademas de la imparcialidad, seran
mantenidos bajo estricta reserva, sin que exista la posibilidad de identificacion entre autores y
evaluadores. Los articulos no publicados seran devueltos.

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

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

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

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

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espafiol, tipo de letra Times New Roman, nimero
12, con espacio entre lineas sencillo, en negrilla y centrado, en letra mayuscula. Cuando sea
necesario, indicar la entidad que financia la investigacion, como primer pié de pagina;

« Nombres completos de los autores, en los cuales solamente la primera letra de cada hombre
debe ser mayuscula, en lado derecho de la pagina. Digitarlos separados un por linea, con notas de pié
de pagina numeradas y en sobrescrito, que indicaran el cargo y la direccién profesional de los
autores, seguidos de la institucion donde el trabajo fue realizado o en las cuales estan vinculados;

« Nombre, direccion, teléfono, fax y correo electronico para correspondencia.

« En el caso de involucrar seres humanos o animales de experimentacion, enviar el concepto de
la Comision de Etica o equivalente, destacando en el trabajo antes de las referencias y fecha de
aprobacion, asi como el envio de la copia del concepto.

2. Pégina con resumen en Portugués, Inglés y Espafiol.

« Tanto el “resumo”, como el “abstract”, asi como el resumen, deben estar seguidos del titulo
del trabajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con
informaciones referentes a la introduccion, metodologia, resultados y conclusiones. El texto debe
estar ajustado (justificado) y digitado en un solo parrafo y con espacio entre lineas sencillo iniciando
por el “RESUMO”. El “Abstract”, y el Resumen, deben ser fiel traduccion del “Resumo”.
Independiente da la lengua que el articulo fue presentado deberd contener el resumen en portugués,
inglés y espafiol.

« Deben contener como maximo, cinco “palavras-chave” “keywords”, y palabras clave que
identifiquen el contenido del texto.
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3. Laestructura del articulo debera contener:

Introduccion: debe ser clara, objetiva y relacionada al problema investigado, y a la literatura
pertinente, asi como con los objetivos de la investigacién. La introduccidn establece los objetivos del
trabajo.

Materiales y Métodos: debe ofrecer informaciones de reproductibilidad de la investigacion, de forma
clara y concisa, como variables, poblacién, muestra, equipos, 0 métodos utilizados, inclusive los
estadisticos.

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

Discusién: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introduccion. De ser conveniente los resultados y discusién podran ser
presentados conjuntamente.

Conclusiones: Es la sintesis final, fundamentada en los resultados y en la discusion.

Referencias: Deben ser presentadas de acuerdo con las normas de Vancouver
(http//:www.icmje.org/), y el arreglo organizacion debe ser en orden alfabético por apellido del autor
(modelos anexos al final).

Deberan ser editados en Microsoft Word for Windows, para edicién de textos, Excel
(cualquier version) para graficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x
29,7 cm), a doble espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior
de cada pagina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracion consecutiva de las paginas en
nameros arabicos, a partir de la hoja de identificacion. Deveran presentar también la numeracién en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada pagina nueva. llustraciones y leyendas deben ser
presentadas en hojas separadas.

No se ofreceran separatas. Los articulos estaran disponibles en el formato PDF en la pagina
WEB de la revista. Para las demas secciones de la revista son validas las normas anteriores. No
deben exceder las 15 paginas. Abreviaturas no usuales, deben ser empleadas después de haber sido
escritas por extenso en la primera utilizacion.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revision bibliogréafica seran publicados en los idiomas portugués, inglés y
espafiol, cuando el autor presente contribucion cientifica, importante en el area especifica del asunto
abordado, y por invitacion de los editores.

Deberéan contener: Titulo (portugués, inglés y espafiol), resumo con palavras-chave, abstract
con keywords e resumen con palabras claves, introduccién, desarrollo del tema, conclusion y
referencias. Deberan contener como méaximo 20 péginas y 60 referencias (citas bibliogréficas).

ESTUDIOS DE CASO

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

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
preliminares de una investigacion. Deben ser presentados como ma&ximo en cinco paginas, una tabla 'y
10 referencias bibliogréficas. La estructuracion debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segin el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificaran mediante nimeros arabigos
entre paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas segin List of Journals Indexed in Index Medicus
disponible en: http://www.nIm.nih.gov.

Ejemplos

Citations

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

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

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

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

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

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

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.
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5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produgéo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Tesis

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do

diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Medios electrénicos en Internet
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