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EDITORIAL
PREOCUPACAO MUNDIAL: BEM-ESTAR ANIMAL

A sociedade, em destaque os consumidores de maneira geral, tem fomentado discussdes
sobre a temdtica que, ja ha alguns anos, € a tonica de paises desenvolvidos e tem propiciado
mudancas no sistema produtivo. O ministério da Agricultura tem buscado adaptar situagdes
do dia-a-dia no processo produtivo, adequando praticas visando os conceitos de humanizagao.

De acordo com pesquisadores da drea, o bem-estar deve se relacionar com vdrias
necessidades como a liberdade, felicidade, adaptagcdo, controle, capacidade de previsao,
sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse e saude. Na realidade, trata-se
de uma ciéncia indispensavel aos profissionais envolvidos com a interacdo entre humanos e
animais. Por meio de publicacdes, os Conselhos Regionais e Federal de Medicina Veterinaria
vem valorizando o tema e este ultimo ji criou a Comissio de Etica e Bem-estar Animal
(Cebea).

De acordo com o Ministério da Educacdo e Cultura, a sociedade espera do profissional
médico veterindrio o seu comprometimento com a sdude e bem-estar animal. Entendemos que
este conceito deve ser estendido da mesma forma para o zootecnista que também estd
envolvido com a producdo de animais de interesse zootécnico e, portanto, € imprescindivel a
pratica do bem-estar animal no processo produtivo das mais diferentes espécies de animais de
producdo. Apesar da ciéncia do bem-estar animal ter um histérico de décadas em alguns
paises, no Brasil o assunto tem despertado o interesse e fomentado discussdes, pois ha uma
exigéncia principalmente da Unido Europeia com a criacdo de barreiras levando a uma perda
de espaco no mercado de exportacdo, o que tem exigido de muitos produtores uma adaptacdo
no processo produtivo. Este € um tema relevante e, indubitavelmente, devera ser respeitado e
aplicado na criacdo de animais tanto estimagcdo quanto de producdo. No entanto, €
considerado deafiador e uma missdo complexa.

Este nimero da Revista traz artigos inéditos interessantes, contribuindo com o
desenvolvimento cientifico em diferentes areas do conhecimento. Como artigos de revisdo:
Principais zoonoses em mamiferos selvagens; Linfadenite suina por Rhodococcus equi:
aspectos gerais da afecccao, viruléncia das linhagens em suinos e humanos; Artroplastia total
nao cimentada da articulagdo coxofemoral em caes; Consideracdes a respeito do pds-parto em
bovinos; Sepse em felinos. Os relatos de caso: Desmotomia do acessoério do tendao flexor
digital superficial no tratamento das tendinites recidivantes em equinos: relato de trés casos;
Associacdo entre a imunoterapia intravesical e quimioterapia antineopldsica no tratamento de
carcinoma urotelial em vesicula urindria de cao; Craniothoracopagus em suino: relato de caso;
Cesarean sections in marmosets: white-tufted marmoset (callithrix jacchus). Comunicacdes
curtas: Diagndstico microbioldgico e multirresisténcia bacteriana in vitro de otite externa de
cdes — comunicacdo curta; Digestibilidade in situ do sorgo e desaparecimento do nitrogénio
amoniacal em vacas holandesas alimentadas com =zedlita e uréia. Artigos originais:
Sistemadtica de vigilancia para leishmaniose visceral canina no municipio de Botucatu-SP;
Comportamento ingestivo de cordeiros em sistemas de producdo em pastagem de azevém;A
substituicdo do meio tcm pelo meio barc, suplementado com sfb, bsa ou pva, para a
maturagdo de odcitos bovinos in vitro, ndo incrementa a subsequente producdo de
blastocistos; Infec¢do por Trypanosoma cruzi em animais silvestres procedentes de
zooldgicos do estado de sao Paulo; Utilizacdo de diferentes periodos de fotoestimulagdo em
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éguas aciclicas para o controle da sazonalidade reprodutiva; Susceptibilidade a infec¢ao por
helmintos gastrintestinais em bovinos leiteiros da mesorregido do sudoeste paranaense, Brasil;
Eficicia “in vivo” da cefoperazona sddica, gentamicina e ciprofloxacino no tratamento
intramamadrio da mastite clinica bovina; Efic4cia terap€utica e residual de seis formulacdes
inseticidas sobre o parasitismo por larvas de dermatobia hominis em bovinos; Comparagao de
diferentes temperaturas de armazenamento de s€men refrigerado de garanhdes da raca
mangalarga marchador e quarto de milha;

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe
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PRINCIPAIS ZOONOSES EM MAMIFEROS SELVAGENS

Felipe Fornazari'
Helio Langoni'

RESUMO

O estudo das zoonoses que ocorrem em animais selvagens € importante no contexto de satde
publica, animal e ambiental. O presente trabalho teve como objetivo revisar algumas das
principais zoonoses em mamiferos selvagens, especialmente no Brasil. A toxoplasmose
possui grande importancia em primatas neotropicais e marsupiais australianos, sendo fatal
nesses casos. A prevencdo consiste em higiene dos recintos, destino adequado as fezes dos
felideos e congelar a carne previamente antes de fornecer aos animais. Cuidados especiais
devem ser tomados com espécies que pertencem aos grupos de risco. Os quirdpteros sao os
principais reservatorios selvagens da raiva. Espécies da ordem Carnivora também possuem
importancia em algumas regides, como América do Norte, Europa e nordeste do Brasil. A
utiliza¢do de vacinas em carnivoros selvagens terrestres de vida livre tem se mostrado eficaz,
e sua implementagdo no Brasil poderia reduzir os casos de raiva, assim como tem ocorrido em
outros paises. As leishmanioses tem se mostrado como um grande problema de satide publica
e, nos ultimos anos, uma ameacga a conservacdo de algumas espécies mantidas em cativeiro,
como canideos e primatas, quando as mesmas encontram-se em dareas endémicas para
leishmaniose visceral. As medidas de preven¢do atualmente adotadas sdo consideradas pouco
eficazes, e o uso de coleiras antiparasitirias em canideos selvagens cativos tem sido
recomendado. As informagdes sobre a leptospirose sdo escassas em animais selvagens no
Brasil. A infec¢do estd presente nos animais de vida livre, assim como nos animais mantidos
nos maiores zoolégicos do pais. No entanto, seu papel como fontes de infec¢dao, bem como o
impacto da leptospirose nos animais selvagens, ainda é desconhecido. As zoonoses discutidas
podem representar um risco a satde publica, especialmente no caso da raiva na América,
Europa e Africa. A saide animal consiste em um aspecto importante em alguns casos, como
da leishmaniose e da toxoplasmose, uma vez que determinadas espécies podem desenvolver
lesdes graves e vir a 6bito quando acometidas por estas enfermidades.

Palavras-chave: zoonoses, animais selvagens, toxoplasmose, raiva, leishmaniose,
leptospirose

PRINCIPAL ZOONOSES IN WILD MAMMALS
ABSTRACT

The study of zoonoses that occurs in wild animals is important in public, animal and
environmental health issues. The present study had the objective to revise some of the main
zoonoses in wild mammals, especially in Brazil. Toxoplasmosis has great importance in
Neotropical primates and Australian marsupials, being fatal in such cases. Prevention consists
in hygiene of the enclosures, adequate destiny of cat feces and freeze meat previously before
feeding the animals. Especial care should be taken with species that belong to risk groups.
Bats are the main wild reservoir of rabies. Species of Carnivora order has also importance in
some regions, such as North America, Europe and northeast of Brazil. The use of vaccines in
free-ranging terrestrial wild carnivores has showed to be efficient, and its implementation in
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Brazil could reduce rabies cases, as has occurred in other countries. Leishmaniasis has been a
great public health problem and, in the last years, a threat to conservation of captive species,
such as wild canids and primates, when they are located in endemic areas for visceral
leishmaniasis. Preventive measures adopted today are considered poorly efficient, and the use
of anti-parasitic collars in captive wild canids has been recommended. Information regarding
leptospirosis in wild animals is scarce in Brazil. The infection is present in free-ranging
animals, as well as in animals kept in large zoos of the country. However, their role as source
of infection, as well as the impact of leptospirosis in wild animals, is still unknown. The
discussed zoonoses can represent a risk to public health, especially in the case of rabies in the
America, Europe and Africa. Animal health consists in an important aspect in some cases, like
leishmaniasis and toxoplasmosis, once some species can develop severe lesions and come to
obit when affected by these diseases.

Keywords: zoonosis, wild animals, toxoplasmosis, rabies, leishmaniasis, leptospirosis
PRINCIPALES ZOONOSIS EN MAMIFEROS SALVAJES
RESUMEN

El estudio de las zoonosis que afectan a los animales salvajes es importante en el contexto de
salud publica, sanidad animal y del medio ambiente. Este trabajo pretende revisar algunas de
las principales zoonosis en mamiferos salvajes, especialmente en Brasil. La toxoplasmosis
tiene una gran importancia en los primatas neotropicales y marsupiales australianos, fatal en
estos casos. La prevencion consiste en la higiene de los locales, destino adecuado de las heces
de felinos y congelar la carne previamente antes de suministrarsela a los animales. Se debe
tener cuidado con especies pertenecientes a grupos de riesgo. Los murciélagos son los
principales reservorios salvajes de la rabia. Las especies del orden Carnivora también tienen
importancia en algunas regiones, como América del Norte, Europa y el nordeste de Brasil. El
uso de vacunas en carnivoros salvajes terrestres de vida libre ha demostrado ser eficaz, y su
aplicacién en Brasil podria reducir los casos de rabia, como ha ocurrido en otros paises. La
leishmaniasis ha demostrado ser un gran problema de salud publica y en los dltimos afios una
amenaza para la conservacién de algunas especies mantenidas en cautiverio, tales como
canideos y primatas, cuando las mismas se encuentran en areas endémicas para leishmaniasis
visceral. Las medidas preventivas adoptadas en la actualidad se consideran poco eficaces, y se
ha recomendado el uso de collares antiparasitarios a canideos salvajes en cautiverio. Las
informaciones sobre leptospirosis en animales salvajes son pocas en Brasil. La infeccion esté
presente en animales de vida libre, asi como en animales mantenidos en los mayores
zooldgicos del pais. Sin embargo, su papel como fuentes de infeccidn, asi como el impacto de
la leptospirosis en animales salvajes, ain se desconoce. Las zoonosis discutidas pueden
representar un riesgo para la salud publica, especialmente para en el caso de la rabia en
América, Europa y Africa. La sanidad animal es un aspecto importante en algunos casos,
como la leishmaniasis y toxoplasmosis, ya que determinadas especies pueden presentar
lesiones graves y muerte cuando son acometidas por estas enfermedades.

Palabras clave: zoonosis, fauna, toxoplasmosis, rabia, leishmaniasis, leptospirosis
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1. Introducao

As zoonoses sdo doencgas ou infec¢des naturalmente transmissiveis entre os animais
vertebrados e o homem (1). Seu estudo em animais selvagens tem adquirido grande
importancia nos ultimos anos, envolvendo aspectos de saide publica, animal e ambiental (2,
3). Como exemplo, temos algumas espécies que sdo reservatorios de enfermidades infecciosas
ou parasitdrias, as quais atuam como fontes de infec¢do para o homem (1). Além disso,
algumas zoonoses podem causar lesdes graves em determinadas espécies de animais
selvagens, representando um risco para a conservacdo da fauna. E, por ultimo, alteracdes
ambientais podem estar envolvidas na maior ou menor incidéncia de algumas zoonoses (3),
tais como o aumento do indice pluviométrico, da temperatura média, ou de areas propicias
para a reproducdo de vetores. A crescente conscientizacdo sobre a conservacdo do meio
ambiente e protecao de espécies ameacadas contribui para o interesse em pesquisas voltadas a
esse tema.

O presente trabalho teve como objetivo revisar algumas das principais zoonoses em
mamiferos selvagens (toxoplasmose, raiva, leishmaniose e leptospirose), especialmente no
Brasil, focando na importancia dos animais como reservatorios, como fontes de infec¢ao, no
impacto destas enfermidades e na sua prevencdo, tanto no homem como nos mamiferos
selvagens.

2. Toxoplasmose
2.1 Introducao

A toxoplasmose é considerada uma das doencas mais difundidas pelo mundo, causada
pelo Toxoplasma gondii, protozodrio intracelular do Filo Apicomplexa (4). Uma grande
diversidade de espécies de mamiferos e aves € susceptivel a infeccdo e a doenca (5-9),
havendo formacao de cistos teciduais em diversos 6rgios dos animais infectados. Os felideos
domésticos e selvagens sdo considerados os hospedeiros definitivos, capazes de eliminar
oocistos pelas fezes, enquanto que as demais espécies sao consideradas hospedeiros
intermedidrios. As principais vias de transmissdo, tanto nos hospedeiros definitivos como
intermedidrios, sdo: ingestdo de tecidos de animais infectados; ingestdo de oocistos
infectantes; e pela via transplacentéria (10).

Tanto nos animais como no homem a infeccdo € extremamente comum e assintomatica
na maioria dos casos, havendo manifestacao de sinais clinicos geralmente em associacdo com
o comprometimento do sistema imune (4). No homem a toxoplasmose € frequente e grave em
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), bem como em casos de
leucemia. Os sinais clinicos mais comuns no homem sido dores musculares e articulares, febre,
fadiga, dores de cabeca e linfadenopatia (11). Criancas recém nascidas infectadas durante a
gestacdo podem apresentar quadros clinicos severos, como a Tétrade de Sabin, caracterizada
por hidrocefalia, retardamento mental, calcificagcdo cerebral e corioretinite.

2.2 Toxoplasmose nos animais selvagens

Como ocorre nos animais domésticos e no homem, alguns fatores podem aumentar o
risco de animais selvagens se infectarem pelo 7. gondii. Estudos realizados no Brasil e na
Austrélia tém demonstrado que algumas espécies, como o gamba-de-orelha-branca (Didelphis
albiventris), o cusu-zorro (Trichosurus vulpecula), o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e o
bugio (Alouatta caraya), apresentam maior risco de se infectar em dreas sob influéncia do
homem e de animais domésticos (12-16). Uma possivel explicacdo para esse fato seria a
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maior populagdo de felinos domésticos nas regides urbanas/rurais do que de felinos selvagens
em areas naturais. Fatores biolégicos, como dieta e o uso vertical do ambiente (arboricola ou
terrestre) também podem influenciar o risco de infec¢do. Animais de dieta carnivora, devido a
frequente ingestdo de tecidos de outros animais, apresentam maior risco de se infectar em
relac@o as espécies de dieta herbivora e onivora. Por outro lado, animais de hébito arboricola
apresentam menor risco de infec¢do devido ao pouco contato com o solo e,
consequentemente, com oocistos (17, 18). Um estudo realizado com 865 felinos silvestres
cativos, provenientes de 86 instituicdes do Brasil, identificou os seguintes fatores de risco
para a infeccdo neste grupo de animais: idade superior a 3 anos, consumo de carne
previamente congelada a -20°C por periodo inferior a 7 dias, € consumo de animais
eutanasiados, tais como bovino e equinos (19).

Nao ha estudos determinando a importancia dos animais selvagens na transmissao do 7.
gondii para o homem. Porém, a alta soroprevaléncia em algumas espécies apreciadas por
cacadores indicam que seu consumo pode representar uma via de transmissdo (20). Em
relacdo aos felideos selvagens mantidos em cativeiro, estes representam uma fonte de
infec¢do para o homem e outros animais localizados nas proximidades de seus recintos.
Segundo Silva et al. (19), aproximadamente 54,6% (472/865) dos felinos neotropicais
mantidos em cativeiro no Brasil foram sorologicamente positivos para a toxoplasmose.

O estresse cronico, situacdo comum em animais mantidos em cativeiro sob condicdes
inadequadas, pode comprometer o sistema imune e, consequentemente, predispor a
toxoplasmose. Mamiferos selvagens apresentam sinais clinicos semelhantes aos que ocorrem
nos animais domésticos e estdo relacionados principalmente as alteracdes neuroldgicas,
respiratorias e oculares (21). Embora a toxoplasmose apresente baixa letalidade, dois grupos
de animais sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo 7. gondii: os primatas neotropicais € 0s
marsupiais australianos (20). As espécies pertencentes a estes grupos geralmente apresentam
toxoplasmose aguda e fatal, com sinais clinicos inespecificos e tratamento nao-responsivo.
Segundo um estudo conduzido em 33 primatas neotropicais acometidos por toxoplasmose na
Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo (22), os sinais clinicos mais observados foram
apatia (40,6%), dispnéia (18,7%), hipotermia (15,6%), secrecdo nasal sero-sanguinolenta ou
espumosa (12,5%), anorexia (9,4%) e vomito (9,4%). Em 43,7% dos casos 0s animais vieram
a 6bito sem apresentar sinais clinicos. Nos marsupiais australianos sao comuns depressao,
anorexia, febre, alteracdes neuroldgicas, cegueira, dispnéia, diarréia e morte subita (23, 24).
Portanto, a toxoplasmose possui particular importancia em programas que envolvem a
conservacgdo de espécies de primatas neotropicais € marsupiais australianos.

2.3 Prevencao

A prevengdo da toxoplasmose em animais selvagens mantidos em cativeiro consiste em
lavar bem os alimentos fornecidos, congelar a carne a -20°C por 15 dias, controlar a
populacdo de gatos domésticos errantes e outros animais sinantrépicos, limpeza didria dos
recintos e destino adequado as fezes dos felinos. No caso de primatas neotropicais e
marsupiais australianos, cuidados especiais devem ser adotados, como utilizar prote¢do nos
calcados (propés ou sacos pldsticos) ao entrar nos recintos, ndo permitir que o funciondrio
responsavel também tenha acesso ao recinto dos felinos, e evitar que o recinto destes animais
seja proximo ao dos felinos (12). A prevengdo da toxoplasmose em animais de vida livre ndo
¢ praticada. J4 a prevencdo no homem consiste em ndo ingerir carne crua ou mal cozida de
aves e mamiferos selvagens, embora poucas sejam as espécies cuja criagdo e comércio sao
permitidos no Brasil. O controle da infeccdo nos felinos, higiene dos recintos e o destino
adequado de suas fezes também ¢ importante no controle da toxoplasmose humana
transmitida por animais selvagens.
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3.Raiva

3.1 Introducao

A raiva € considerada uma das enfermidades mais temidas no mundo devido a sua alta
letalidade e inexisténcia de tratamento eficaz. O agente etioldgico consiste em um virus RNA,
envelopado, da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus (25). A infeccdo ocorre
principalmente pela mordida de um mamifero infectado, enquanto que outras vias de
transmissdo menos comuns envolvem o contato com a saliva e arranhaduras de animais
raivosos. Os sinais clinicos presentes tanto no homem como nos animais se caracterizam por
alteracOes neuroldgicas. Na raiva humana se destacam agitagdo, hidrofobia, aerofobia,
salivac@o excessiva, paralisia, coma e morte (26).

Acredita-se que todos os mamiferos sdo susceptiveis a raiva e devem ser considerados
como potenciais transmissores. A epidemiologia da raiva varia dependendo da regido, mas de
forma geral os principais reservatérios sao os caes e gatos domésticos, quirdpteros, e algumas
espécies de carnivoros selvagens (27-29). Em relacdo aos principais transmissores da raiva
para o homem, se destacam os cdes e gatos domésticos nos paises em desenvolvimento, como
Brasil, India e diversos paises da Africa. Os mamiferos terrestres, principalmente os da ordem
Carnivora, sdo os maiores responsaveis pela transmissd@o nos paises desenvolvidos, como o
raccon (Procyon lotor) nos Estados Unidos da América (EUA), e a raposa (Vulpes vulpes) na
Europa (30, 31). Pouco se sabe sobre o impacto da raiva na populacdo de animais selvagens, e
quais as implicacdes desta enfermidade na conserva¢do de espécies ameagadas. Portanto,
atualmente a raiva em animais selvagens possui maior importancia no contexto de saide
publica.

3.2 Raiva nos animais selvagens

Entre os animais selvagens considerados reservatdrios de raiva, os mais importantes sao
os pertencentes as ordens Quiroptera e Carnivora. No Brasil diversas espécies de quirépteros
estdo envolvidas na transmissao para os humanos, especialmente na regido norte e nordeste do
pais. Segundo Sodré, Gama e Almeida (32) as espécies de quirdpteros pertencentes as
familias Phyllostomidae, Vespertilionidae e Molossidae sdo as que apresentam maior
positividade para raiva no Brasil. A raposa-do-campo (Dusicyon vetulus) e os saguis-de-tufo-
branco (Callithrix jacchus) também sdo considerados importantes reservatérios na regiao
nordeste (33, 34), enquanto que nas demais regides do pais pouco se sabe sobre a raiva em
mamiferos terrestres.

Animais selvagens raivosos, assim como os domésticos, apresentam sinais clinicos de
ordem neuroldgica, como apatia, paralisia, alteracdo de comportamento e dificuldade
locomotora. Em carnivoros se destaca o aumento da agressividade, especialmente aqueles
pertencentes a familia Canidae (25). Os quirdpteros apresentam dificuldade em voar, ou voam
durante o dia, incoordenagcdo motora, excitabilidade, e frequentemente sdo encontrados
apaticos no chao (27).

3.3 Prevencao

A prevencdo da raiva em mamiferos de cativeiro pode ser realizada pela utilizacdo de
vacinas comerciais, com virus inativados, destinadas as espécies domésticas, conforme
praticado em alguns zooldgicos do Brasil. Em nosso pais ndo hd legislacdo referente a
vacinacdo de mamiferos selvagens contra raiva em instituicdes que mantém estes espécimes
em cativeiro, e os animais sempre sao considerados como nao vacinados em caso de acidentes
envolvendo o homem. Mas essa pratica continua sendo realizada em diversos paises, pois as
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vacinas inativadas oferecem um risco minimo aos animais e, segundo alguns estudos, ha
evidéncias de protecdo vacinal em determinadas espécies (35).

Mamiferos selvagens de vida livre ndo sdo vacinados no Brasil, mas em alguns paises
desenvolvidos, como EUA, Canadd, Franca e Alemanha, sdo realizadas vacinacbes em
mamiferos terrestres (36, 37). A vacina € formulada como isca e sua administracio é realizada
por via oral. Essa pratica consiste em selecionar as areas (geralmente florestas) de maior
ocorréncia de espécies consideradas importantes na transmissdo da raiva, e distribuir as
vacinas utilizando-se avides. Essa atividade é realizada ha muitos anos, e diversos estudos tém
comprovado sua eficdcia na redu¢do do nimero de animais raivosos (38). No Brasil esta
forma de controle poderia ser adotada nas regides onde os canideos silvestres sdao
considerados importantes reservatérios. Todavia, pesquisas por meio de projetos pilotos
devem ser realizadas para verificar a eficicia desta medida preventiva.

Embora os quirépteros representem grande parte dos reservatdrios selvagens de raiva no
mundo, sua vacinacdo ndo € realizada devido a auséncia de vacinas comerciais, ou proprias
para as diferentes espécies de morcegos. Alguns estudos tém demonstrado resultados
promissores em experimentos onde quirdpteros mantidos em cativeiro foram submetidos a
vacinagdo (39, 40). Recomenda-se a pesquisa de circulagdo viral em coldnias de morcegos de
forma controlada, especialmente em casos de se encontrar animais mortos ou moribundos,
tanto em drea rural como urbana.

As medidas de controle e profilaxia incluem: prevencdo da raiva nos animais em
cativeiro pela vacinacdo; cuidado ao manipular animais, pela utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual; e procurar atendimento médico em casos de acidentes envolvendo
mordeduras e/ou arranhaduras de mamiferos selvagens, principalmente canivoros, quirépteros
e primatas. Se ha algum fator de risco nas atividades ocupacionais, como contato com
morcegos, cdes e gatos errantes, os profissionais devem se submeter ao esquema
imunoprofildtico pré-exposi¢do de acordo com a organizagdo mundial da saiude (41), com
acompanhamento soroldgico periddico para avaliacio de titulos de anticorpos
soroneutralizantes.

4. Leishmaniose
4.1 Introducao

As leishmanioses compreendem um complexo de enfermidades de caracteristicas
distintas, causadas por protozodrios do género Leishmania (42). Sao consideradas um grande
problema de saide publica devido as dificuldades relacionadas a prevengdo e tratamento dos
doentes. Sua distribui¢do compreende o continente americano, Africa, sul da Europa, oriente
médio e algumas regides do sul da Asia (43). Existem basicamente dois tipos de
leishmanioses: a visceral (LV) e a cutanea (LC). Diversos aspectos diferenciam estas
enfermidades. No entanto, serdo abordadas somente informacOes bdsicas referentes a
etiologia, epidemiologia e clinica, uma vez que o foco do presente trabalho sdo as
leishmanioses nos animais selvagens. A LV € causada por parasitas pertencentes ao complexo
L. (Leishmania) donovani, sendo que no Brasil a espécie responsavel € a L. chagasi (44). As
LCs sao causadas por diversas espécies, seis de ocorréncia no Brasil: L. amazonensis; L.
braziliensis; L. guyanensis; L. lainsoni; L. naiffi; e L. shawi (45).

As leishmanioses apresentam ciclo heter6xeno, cujos mamiferos sdao considerados os
principais reservatorios, € os mosquitos da subfamilia Phlebotominae, popularmente
chamados de flebotomineos, sdo os vetores. O cao doméstico € o principal reservatério da LV,
enquanto que algumas espécies de animais selvagens sdo os reservatorios mais importantes
das LCs, como os roedores (ordem Rodentia) e marsupiais (ordem Didelphimorphia). A
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infeccdo ocorre pela picada do mosquito, o qual inocula o protozodrio durante o repasto
sanguineo. O vetor se infecta da mesma forma, ingerindo o parasita ao se alimentar do sangue
de um animal infectado (46).

No homem as LC se caracterizam principalmente por lesdes cutianeas ulceradas e
edemaciadas no local da picada do vetor e, eventualmente, disseminadas pelo corpo (47). Os
sinais clinicos mais comuns na LV sdo hepato-esplenomegalia, anemia, febre, ictericia,
edemas generalizados e hemorragias (48). Os caes domésticos, ao contrario do que ocorre no
homem, apresentam quadro clinico classico quando acometidos tanto pela LC como pela LV.
As alteracdes mais comuns sao apatia, anorexia, perda de peso, vOmitos, lesdes cutaneas
ulceradas e alopécicas (principalmente em focinho e pina), epistaxe, linfadenopatia e
onicogrifose (43).

4.2 Leishmaniose nos animais selvagens

De forma geral, as principais espécies de animais selvagens consideradas reservatorios
da LC sdo: cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), quati
(Nasua nasua), gambds (Didelphis spp.) e roedores de diversas espécies (Rattus rattus, Agouti
paca, Oryzomys subflavus, Nectomys squamipes, Bolomys lasiurus, Proechimys sp.,
Rhipidomys sp., Akodon sp. e Thrichomys apereoides) (45, 49-52). O gamb4, assim como o
cdo doméstico, possui papel como reservatério da LV, principalmente na regido sudeste do
pais. Diversas espécies de mosquitos do género Lutzomyia sdo os transmissores da LC,
enquanto que a LV tem como principal vetor a Lutzomyia longipalpis.

A identifica¢do de reservatdérios nao implica necessariamente na sua importancia como
transmissor para outras espécies, nem na manutencdo do ciclo do parasita. Dentre muitos
fatores, € necessario que a infectividade para o vetor seja eficiente. Estudos voltados para esse
tema necessitam do xenodiagndstico, uma técnica pouco disponivel e pouco utilizada,
principalmente no Brasil. Um importante estudo realizado por Courtenay et al. (53), no
Estado do Pard, demonstrou uma alta prevaléncia de cachorros-do-mato (C. thous) infectados
por L. chagasi, mas uma baixa infectividade dos mesmos, sugerindo que essa espécie seja um
reservatorio de pouca importancia na regido estudada.

Durante muitos anos a maioria dos estudos direcionados aos animais selvagens se
limitou a identificacdo de reservatoérios. Devido a urbaniza¢do da LV, foi observado nos
ultimos anos que muitas espécies de animais selvagens mantidas em cativeiro podem ser
acometidas, e até mesmo desenvolver quadros clinicos graves, chegando ao 6bito. Este fato
tem ocorrido especialmente no Brasil, onde as leishmanioses sdo endémicas e existe um
grande nimero de instituigdes que mantém animais selvagens em cativeiro. Portanto, o estudo
das leishmanioses em animais selvagens atualmente possui importdncia nao somente no
contexto de saude publica, mas também na conservacao de espécies ameagadas.

Os animais selvagens apresentam sinais clinicos semelhantes aos cdes domésticos,
especialmente os da familia Canidae. Raramente se observam sinais clinicos em animais de
vida livre, e, quando presentes, sdo de pouca gravidade. Ou os animais de vida livre raramente
adoecem na natureza, ou a mortalidade dos doentes ndo permite que estes individuos sejam
observados. O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), cachorro-vinagre (Spheotos venaticus), €
raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) estdo entre as espécies mais descritas na literatura
acometidas por leishmaniose (54-57). Malta et al. (58) estudaram a infeccao por L. chagasi
em 41 primatas de diversas espécies no zooldgico de Belo Horizonte (MG), uma drea
endémica para leishmaniose visceral. Um dos animais (Saud, Callicebus nigrifrons)
apresentou sinais clinicos compativeis com a enfermidade, e sua infeccdo foi confirmada pela
técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e imunoistoquimica. Outros 17 primatas
assintomdticos também foram positivos pela PCR.
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4.3 Prevencao

A prevencdo da leishmaniose no homem, animais domésticos e selvagens tem se
mostrado complexa e pouco eficiente devido a uma série de fatores inerentes as caracteristicas
da doenca em cada regido, como reservatorios, vetores, clima e condi¢des socioecondmicas
(44, 43). O controle em animais de vida livre € considerado uma atividade praticamente
impossivel de ser realizada, pois envolveria ou o tratamento dos animais, ou a eutandsia dos
mesmos. Em alguns zooldgicos sdo utilizadas telas contra mosquitos e coleiras
antiparasitarias nos canideos. Porém, a eficicia destes métodos ainda ndo foi comprovada. A
prevengao da leishmaniose humana consiste em prevenir e controlar a infeccdo nos animais de
cativeiro (conforme descrito acima), controle do vetor e cuidados pessoais ao entrar em
florestas nas dreas endémicas, como o uso de repelentes, calgas e camisas de mangas

compridas.

5. Leptospirose
5.1 Introducao

Diversas espécies de bactérias patogénicas do gé€nero Leptospira sdo as responsiveis
pela leptospirose. Atualmente sdo conhecidos mais de 200 sorovares, os quais consistem em
variedades baseadas nas caracteristicas fenotipicas das leptospiras (59). Sua distribuicdo €
mundial, com maior ocorréncia nas regides tropicais, onde as condi¢des de umidade e
temperatura favorecem a sobrevivéncia da bactéria no ambiente.

A infeccd@o ocorre principalmente pela via oral e pela penetragdo ativa da bactéria pelas
mucosas ou solugdes de continuidade, tanto de forma direta (contato com animais infectados),
como indireta (contato com dgua contaminada). A letalidade é considerada baixa, com o
quadro clinico variando de assintomdtico a grave, chegando a morte. Os sinais clinicos mais
comuns, tanto no homem como nos animais, sdo: febre, dores musculares, ictericia,
hemorragias generalizadas, pneumonia e insuficiéncia renal (59). Nos animais se destacam
abortamento, nascimentos prematuros, natimortos, e infertilidade. Uma grande quantidade de
mamiferos pode atuar como reservatorios de Leptospira spp., como cdes domésticos, bovinos,
ovinos, suinos, javalis e quirdpteros (60). O reservatério mais importante € o roedor
sinantrépico Rattus norvegicus (61), popularmente chamado de ratazana. A espécie
Leptospira interrogans, sorovar Icterohaemorrhagiae, é altamente adaptada a este reservatorio
(59), no qual a infecc@o renal e eliminacdo pela urina podem durar anos. A ratazana ¢
encontrada em todo o mundo, vivendo como animal sinantrépico préximo de habitacdes
humanas e animais domésticos, o que aumenta sua importancia como fonte de infeccdo.

5.2 Leptospirose nos animais selvagens

A infec¢do por Leptospira spp. nos animais selvagens € extremamente comum em
vdrias espécies, e diversos estudos baseados em inquéritos soroldgicos ja foram realizados
tanto no Brasil como no exterior (17, 62-64). Vérios zooldgicos do Brasil ja foram alvos de
levantamentos soroldgicos para leptospirose (quadro 1). Portanto, animais selvagens em
cativeiro e em vida livre estdo expostos a Leptospira spp., mas pouco se sabe sobre sua
importancia como fontes de infec¢do. A maioria dos estudos sobre o assunto € direcionada aos
roedores sinantrépicos, enquanto que informagdes sobre a transmissdao dos animais selvagens
para o homem sao escassas. Esteves et al. (65) e Ullmann (66) estudaram a soroprevaléncia
para leptospirose nos zooldgicos de Uberaba (MG) e Sorocaba (SP), respectivamente, e
embora diversas espécies apresentassem resultado positivo, nenhum dos funciondrios
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apresentou titulos de anticorpos para a enfermidade, indicando que nas institui¢des estudadas
os animais provavelmente ndo representaram uma fonte de infec¢do para o homem.

Estudos envolvendo o risco que a leptospirose representa para os animais selvagens sio
muito escassos, principalmente no Brasil. Espécies da ordem Pinnipedia, como ledes-
marinhos (Zalophus californianus), focas (Callorhinus ursinus) e elefantes-marinhos
(Mirounga angustirostris) ja foram descritas acometidas pela leptospirose. Diversos casos ja
foram relatados na América do Norte envolvendo estas espécies (67-70). As leptospiras mais
comuns incluem L. interrogans e L. kirschneri, e os sinais clinicos apresentados sdo
depressdo, polidipsia, desidratacdo, relutdncia em mover os membros posteriores, febre,
anorexia, perda de peso e, em casos extremos, tremores, vomito e dor abdominal (71). Um
importante estudo descrito por Szonyi et al. (72) comprovou a susceptibilidade de macacos
prego (Cebus spp.) a leptospirose. Os autores relataram um surto em um grupo de 52
individuos mantidos em cativeiro na Coldmbia, onde 37 desenvolveram sinais clinicos
compativeis com leptospirose € 14 vieram a Obito. Os animais apresentaram letargia,
emaciacdo, desidratacdo, ictericia, linfadenomegalia, mucosas palidas, dificuldade
respiratéria, hepatomegalia, renomegalia, melena, hemorragia pulmonar, linfonodos
hemorrdgicos, congestdo hepatica e renal. A provavel fonte de infeccdo foram roedores
sinantropicos, € o agente etioldgico foi identificado pela PCR como L. interrogans.

5.3 Prevencao

A prevencdo da leptospirose inclui boas praticas de higiene, limpeza dos recintos,
fornecimento de dgua limpa, drenagem de dreas alagadas, controle de roedores sinantrépicos e
avaliagcdo soroldgica periddica nos animais (73). A prevengdo no homem inclui o controle da
leptospirose nos animais selvagens, utilizacdo de equipamento de protecdo individual, tais
como luvas e botas, e evitar contato com dgua alagada, potencialmente contaminada. A
prevencdo em animais selvagens de vida livre nao € realizada.

Quadro 1. Prevaléncia de anticorpos, sorovares mais frequentes e espécies mais acometidas
pela infec¢do por Leptospira spp. em zooldgicos do Brasil.
Sorovares mais

Zoolégico Soroprevaléncia Espécies mais acometidas  Referéncia

frequentes
Sio Paulo 19,5% (59/302) Copenhageni, Pomona, nio relatado 74
Castellonis
Rio de cachorro do mato, lobo
. 37, 7% (26/76) Icterohaemorrhagiae guard, quati, tamandud 75
Janeiro ..
mirim, macaco aranha
Canicola, tildpia do Nilo, jaguatirica
Uberaba 10,2% (17/166) Icterohaemorrhagiae, P - J4g ’ 65
onga parda
Andamana
Aracaju 12,5% (4/32) Copenhageni macaco prego, cachorro do 76
mato, mio pelada
Ribeirio Patoc, Andamana,
Preto 26,5% (103/388) Icterohaemorrhagiae, Nao relatado 77
Panama
Sorocaba 5.9% (12/203) Icterohaemorrhaglae, quati, anta, cachorro-do- 66
Canicola, Sentot mato
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6. Consideracoes finais

As zoonoses discutidas no presente trabalho podem ser transmitidas dos animais
selvagens para humanos. Esse fato tem sido demonstrado especialmente no caso da raiva.
Embora poucos estudos sobre o tema tenham sido realizados em relacdo a toxoplasmose e a
leishmaniose, a grande quantidade de reservatdrios selvagens para ambas as enfermidades
sugere que os mesmos podem atuar como fontes de infeccdo para humanos e outros animais.
A infeccdo por Leptospira spp. estd amplamente distribuida em animais selvagens, mas sdo
necessarios estudos para determinar seu impacto nas diversas espécies animais, bem como o
papel dos mesmos como reservatorios.
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LINFADENITE SUfNA POR Rhodococcus equi: ASPECTOS GERAIS DA
AFECCCAO, VIRULENCIA DAS LINHAGENS EM SUINOS E HUMANOS.

. . 1
Gustavo Henrique Batista Lara *
Mircio Garcia Ribeiro”

RESUMO

A linfadenite infecciosa (pio)granulomatosa € a principal manifestacao clinica causada pelo
Rhodococcus equi nos suinos gerando altos prejuizos com a condenacdo de carcacas em
abatedouros e pelo potencial zoondtico dos micro-organismos. Recentemente tem-se
investigado a viruléncia associada aos plasmidios (Vap) em linhagens de R. equi isolados de
suinos. O perfil encontrado nos isolados de suinos € semelhante ao de humanos com
rodococose (VapB), particularmente acometidos pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(Aids). O presente estudo revisou os principais aspectos da rodococose em suinos, com énfase
nas propriedades de viruléncia de R. equi, nos achados epidemioldgicos e nos aspectos de
Satde Publica.

Palavras-chave: Rhodococcus equi, linfadenite, suideos, plamideos associados a viruléncia

SWINE LYMPHADENITIS BY Rhodococcus equi: GENERAL ASPECTS OF
DISEASE, VIRULENCE OF THE STRAINS IN SWINE AND HUMANS.

ABSTRACT

The (pyo)granulomatous infections lymphadenitis is major clinical manifestation caused by
Rhodococcus equi in swine causing losses in the carcass condemnation in abattoirs and the
zoonotic potential of agents. Recently, virulence associated to plasmids (Vap) of R. equi
isolates has been investigated. Plasmid profile found in pigs is similar to observed in humans
with rhodococcosis (VapB), particularly infected by acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS). The aim of present study was to review the major aspects of swine rhodococcosis,
with emphasis to virulence mechanisms of bacterium, epidemiology and public health
concern.

Keywords: Rhodococcus equi, lymphadenitis, swine, plasmids associated with virulence

LINFADENITIS PORCINA POR Rhodococcus equi: ASPECTOS
GENERALES DE AFECCION, LA VIRULENCIA DE LAS CEPAS EN
CERDOS Y SERES HUMANOS.

RESUMEN

La linfadenitis infecciosa (pio) granulomatosa es la principal manifestacion clinica causada
por Rhodococcus equi. En los cerdos causan elevadas pérdidas en la condena de las canales
en los mataderos, y el potencial zoondtico de los microorganismos. Recientemente, se ha
investigado la virulencia asociados con pldsmideos (Vap) en cepas de R. equi aislados de

! Médico Veterindrio — Doutorando — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Botucatu *autor de correspondéncia

2 Médico Veterindrio — Docente da Disciplina Enfermidades Infecciosas dos Animais, Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu

Lara GHB, Ribeiro MG. Linfadenite suina por Rhodococcus equi: aspectos gerais da afeccgdo, viruléncia das
linhagens em suinos e humanos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 25-38.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 26

cerdos. El perfil encontrado en aislamientos de cerdos es similar al de los seres humanos con
rodococosis (VapB), especialmente afectado por el sindrome de inmunodeficiencia adquirido
(SIDA). Este estudio examind los aspectos principales de rodococosis en cerdos con énfasis
en las propiedades de virulencia de R. equi, en los aspectos epidemiolégicos y de salud
publica.

Palabras clave: Rhodococcus equi, linfadenitis, porcina, asociado con pldsmideos de
virulencia

INTRODUCAO

A carne suina € o produto de origem animal mais consumido em todo mundo,
representando 50% do consumo global de carne (1). Segundo a Associa¢do Brasileira da
Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS), a produ¢do mundial de carne
suina foi da ordem de 101.127 milhdes de toneladas em 2011(2). O Brasil € o quarto produtor
mundial de suinos, superado pela China, Unido Europeia e EUA. Estes paises sdo
responsdveis por 96% da exportacdo mundial da carne suina (2, 3).

O Brasil € o quinto consumidor mundial de carne suina, superado somente pelos paises
supracitados além da Rissia (2). A producdo brasileira de carne suina no ano de 2011 foi
estimada em 3,5 milhdes de toneladas, proveniente de 36,2 milhdes de suinos abatidos sob
fiscalizacdo da inspecdo federal (4). O Brasil exportou 582 mil toneladas de carne suina,
obtendo uma receita de 1,43 bilhdes de ddlares em 2011. A suinocultura movimenta ao redor
de um milhdo de empregos diretos e indiretos no Brasil, ¢ é considerada uma das mais
importantes divisas do agronegécio do pais (2).

Paradoxalmente, por questdes socioecondmicas, culturais e de saide animal, o consumo
de carne suina “per capita” no Brasil ainda € considerado baixo, em torno de 13,8 kg/ano,
significativamente inferior ao consumo de carne bovina (36 kg/ano) e de frango (37 kg/ano).
O baixo consumo interno impde aos suinocultores nacionais a necessidade do incremento na
qualidade de seus produtos e redug@o de custos, visando atender as exigéncias do mercado
internacional (3).

Dentre as principais doencas infecciosas que acometem a suinocultura no Brasil e em
todo o mundo, merece destaque a linfadenite granulomatosa, geralmente diagnosticada na
linha de abate, causando elevados prejuizos econdmicos com a condenacgdo de carcagas (5),
bem como reflexos em satide publica, devido ao potencial zoonético dos agentes causais da
doenca, principalmente para pessoas imunossuprimidas (6). Estudo realizado na regido Sul do
Brasil em 1999, revelou o impacto econdmico negativo para a suinocultura decorrente da
linfadenite granulomatosa, variando de 6,9 a 8,0 milhdes de reais (7).

A priética de condenacdo das carcacgas, apresentando linfadenite granulomatosa suina,
em abatedouros € creditada ao potencial zoondtico de varios micro-organismos envolvidos na
génese desta doenca, em especial Rhodococcus equi (R. equi) e bactérias do género
Mycobacterium (5, 6). Justifica-se, também, pela impossibilidade de se distinguir,
macroscopicamente na linha do abate, as lesdes em linfonodos causadas por outros agentes,
como os géneros Staphylococcus, Nocardia, Streptococcus e Trueperella (Arcanobacterium)
pyogenes (8, 9).

Nos suinos, a rodococose estd praticamente restrita ao trato linfatico. Os linfonodos
mais comumente acometidos sdo os submandibulares e da cadeia mesentérica (10, 11). Nesta
espécie, raramente R. equi se dissemina dos linfonodos e atinge outros 6rgaos (9).

Nos ultimos anos, a rodococose humana passou a ser considerada doenga emergente
(12, 13), notadamente para pacientes severamente comprometidos, especialmente os
acometidos pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (Aids).
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A rodococose humana apresenta manifestacio clinica grave de pneumonia
granulomatosa abscedante, cavitdria, de dificil resolucao terapéutica. A transmissao de R. equi
dos animais domésticos (incluindo os suinos) para os humanos ainda € controversa.
Geralmente deriva do contato direto com animais, da inalacdo de aerossdis no ambiente das
criacoes, ou por lesdes transcutaneas (14, 15). Cerca de 30% dos pacientes
imunocomprometidos acometidos por rodococose, possuem histérico de contato com animais
domésticos, sugerindo que essa proximidade favoreca a transmissdo de R. equi para os
humanos (14, 16, 17).

Apesar da similaridade entre a viruléncia de linhagens de R. equi isoladas de pacientes
com Aids e de suinos, ndo estd completamente esclarecido o papel desta espécie animal como
fonte de R. equi para os humanos, tampouco para outros animais, ou mesmo na contaminac¢ao
ambiental com linhagens detentoras de plasmidios associados a viruléncia (18).

Estudos recentes na Tailandia e Brasil tém sugerido que o consumo de carne crua ou
mal passada de suinos, poderia servir como via de transmissdo de linhagens patogénicas de R.
equi dos suinos para humanos, particularmente para pacientes que nao tem histérico de
contato com criatérios de suinos (17, 19).

A dificuldade de diferenciar, nos abatedouros, os micro-organismos envolvidos na
génese da linfadenite infecciosa suina, somado ao risco zoondético dos patdgenos e ao prejuizo
com o descarte de carcagas, reforcam a necessidade da vigilancia sanitdria continuada no
controle da linfadenite infecciosa em suinos. O crescente isolamento de R. equi e espécies do
género Mycobacterium em pacientes imunocomprometidos (particularmente acometidos pela
Aids), intensificaram a vigilancia da linfadenite infecciosa em suinos, posto que estes micro-
organismos figuram dentre as principais causas da doenca. Sdo preocupantes também os
riscos de transmissdo para os humanos pelo contato direto com suinos, pelo ambiente dos
criatérios ou ainda pelo consumo de produtos e subprodutos de origem suina (6, 20, 21).

O presente estudo revisou os principais aspectos da rodococose em suinos, com &nfase
nas propriedades de viruléncia de R. equi, nos achados epidemiolégicos e nos aspectos de
Saude Publica.

REVISAO DA LITERATURA
Etiologia e propriedades gerais

A rodococose é uma doenga infectocontagiosa causada pela bactéria R. equi,
anteriormente denominada Corynebacterium equi. O género Rhodococcus pertence a ordem
Actinomycetales, familia Nocardiaceae (22).

Sao bactérias intracelulares facultativas, oportunistas, caracterizadas pelo
desenvolvimento de lesdes piogranulomatosas nos animais, devido a habilidade de sobreviver
e se multiplicar no interior dos macréfagos. Apresentam-se sob a forma de cocos bacilos ou
organismos pleomorficos, de 1 a 5 um, Gram-positivos. Sdo catalase-positivos, oxidase-
negativos, fracamente &4cido-resistentes, isolados a partir de 48-72 horas de cultivo, sob
condi¢des de aerobiose, a 37°C, em meios convencionais como o dgar acrescido de sangue
ovino ou bovino (5%) desfibrinado. As colonias sdo tipicamente mucdides, ndo hemoliticas
que, no primo isolamento, apresentam tonalidade brancoacinzentada e, posteriormente,
assumem coloragdo salmao (6, 22).

Para o isolamento de R. equi a partir de materiais contaminados como fezes ou solo,
deve-se utilizar meios de cultivo seletivos, como os meios de NANAT (acido nalidixico,
novobiocina, actidione e telurito de potdssio), CAZ-NB (ceftazidima, novobiocina e
actidione), TCP (trimetoprim, cefoperazone, polimixina B, actidione e telurito de potdssio) e
TVP (trimetoprim, vancomicina, polimixina B, nistatina e telurito de potdssio). Estes meios
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contém antimicrobianos que inibem micro-organismos contaminantes e favorecem o
isolamento de R. equi (23-25).

Sa@o reconhecidas varias espécies de Rhodococcus, diferenciadas pela diversidade de
metabolismo, das quais apenas R. equi é patogénica para os mamiferos (26).

R. equi esta amplamente distribuido no ambiente. O micro-organismo € isolado de
grande variedade de fontes incluindo diferentes tipos de solos, pedras, bem como das fezes e
intestino de animais doentes e sadios (27). Devido ao habitat predominantemente teltrico,
apresenta requerimentos nutricionais simples, facilmente supridos pelas fezes dos animais
(principalmente de equinos e herbivoros), devido a riqueza em 4cidos organicos volateis (24).
Apresenta elevada resisténcia no meio ambiente, mantendo-se vidvel por até 12 meses em
fezes de herbivoros ou no solo, mesmo exposto a condi¢des extremas de temperatura e pH
(28). Possui, também, relativa resisténcia a certos produtos quimicos como 4cido oxélico
(2,5%) e acido sulftrico (5%), por 60 a 45 minutos (29), respectivamente.

A viruléncia de R. equi esté relacionada com a capacidade do micro-organismo de inibir
a fusdo do fagolisossomo e de se multiplicar no interior de fagdcitos (neutréfilos e
macrofagos), resistindo a eliminacdo pulmonar, hepética e esplénica. A dificuldade dos
humanos e animais susceptiveis em resolver os processos inflamatérios decorrentes da
infecgcdo por R. equi, deve-se também a diferentes mecanismos de evasdo do sistema imune
associados aos fatores de viruléncia da bactéria, como a presenca de cdpsula polissacaridica,
do 4cido micdlico, e das enzimas colesterol oxidase e fosfolipase C (14, 22).

O d4cido micolico da parede celular de R. equi é composto de 30-54 unidades de
carbono, diferentemente do género Corynebacterium, composto por 22-38 unidades, assim
como do género Mycobacterium com 60-90 unidades de carbono. Quanto maior a cadeia de
carbono, maior € a dificuldade de formacgao do fagolisossomo e inativacdo do agente (29, 30).

O “fator equi”, também considerado fator de viruléncia nas linhagens de R. equi, é
determinado por exoenzimas (colesterol oxidase e a fosfolipase C), que possuem atividade
litica para células e tecidos do hospedeiro devido a acentuada atividade membranolitica (31).
A producdo destas enzimas pode ser visualizada no teste cldssico de “Camp”, no qual a
semeadura perpendicular de linhagem de R. equi em meio de dgar-sangue ovino ou bovino
(5%) desfibrinado, frente a cepa beta hemolitica de Staphylococcus aureus, resulta em
hemolise sinérgica na intersecdo da semeadura, formando uma “ponta de seta”. Este
fendmeno ocorre pelo efeito sinérgico da acdo das exoenzimas de R. equi (que promovem a
destruicado das fosfolipases das membranas dos eritrécitos) e a beta hemolisina de
Staphylococcus aureus, resultando em hemdlise. A liberacdo do fon ferro dos eritrécitos é
considerado importante cofator na multiplicagcdo bacteriana (32). Entretanto, ndo esta
completamente esclarecido o impacto do “fator equi” na patogenicidade do agente, uma vez
que podem estar presentes em isolados virulentos ou nao (33). Pei et al. (34) demonstraram
que a exoenzima colesterol oxidase (gene choE) ndo € essencial para a viruléncia de R. equi,
visto que linhagens mutantes do micro-organismo, com delecio do gene que codifica a
proteina choE, permaneceram virulentas para camundongos e em potros infectados
experimentalmente.

Nas ultimas décadas, a viruléncia de R. equi isolada de animais e humanos tem sido
atribuida a presenca de antigenos e plasmideos associados a viruléncia (Vap’s). Até o
momento sdao conhecidos trés niveis de viruléncia: virulentos, de viruléncia intermediaria e
avirulentos. Os isolados virulentos e de viruléncia intermedidria sdo caracterizados pela
presenca de antigenos associados a viruléncia VapA (15 a 17kDa) e VapB (20kDa),
respectivamente. As estirpes avirulentas sdo desprovidas de plasmidios e antigenos virulentos
(ndo apresentam os genes vapA ou vapB) (35).

As linhagens VapA sao isoladas predominantemente de potros com pneumonia € menos
frequentemente de humanos (35, 36), enquanto as linhagens VapB sd@o isoladas com maior
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frequéncia em linfonodos de suinos e em pacientes infectados com o virus da Aids. As
estirpes avirulentas sdo comumente isoladas do ambiente dos criatérios de equinos e
herbivoros, de humanos com ou sem imunossupressdo e da areia de parques e pracas de
recreacao humana (12, 21, 35, 37).

Os plasmideos virulentos que codificam VapA sao representados por 11 tipos cldssicos
e apresentam distribuicdo geogréfica distinta. Os plasmidios 85kb tipo I e 87kb tipo I sdo
encontrados na América do Sul, Austrdlia e Europa, enquanto o 85 kb tipo II é encontrado
exclusivamente na Franca. Nos EUA particularmente no Texas, sdo observadas linhagens
detentoras de plasmidios 85 kb tipo Il e IV. No Japao sdo detectados os plasmidios 87 kb tipo
ITe 90 kb tipos I a V (13, 35, 38, 39).

As estirpes de viruléncia intermedidria contém plasmideos de 79-100kb, que detém
genes que expressam antigenos de 20kDa (VapB) (35). At€ o momento sdo reconhecidos 29
tipos de plasmideos de viruléncia intermedidria, encontrados principalmente em linhagens de
origem suina e em humanos (18, 25, 37).

Estudos realizados na Hungria com 82 linhagens de javalis revelaram 21 linhagens
VapB, das quais o tipo 5 foi predominante (37). De maneira similar, estudo recente conduzido
no Brasil investigando 60 linfonodos de javalis, com e sem linfadenite, revelou quatro
linhagens VapB do tipo 8 (19).

Estirpes avirulentas tém sido encontradas em varios paises acometendo humanos, com e
sem imunossupressdo. Estas estirpes ndo apresentam plasmideos que expressam a producao
de proteinas de 15 a 17kDa (VapA) ou de 20kDa (VapB) (35).

A producdo dos plasmidios associadas a viruléncia de R. equi revelou a presenca de
uma “ilha de patogenicidade” contendo nove genes protéicos associados a viruléncia. Os
genes Vap’s (Virulence associated protein) foram denominados (vapA, B, C, D, E, F, G, H, I)
(40). Os genes vapC, vapD e vapE apresentam, estruturalmente, 50% de similaridade com os
genes vapA e vapB. Jain, Bloom e Hondalus (41) demonstraram que linhagens de R. equi que
ndo expressavam o plasmidio de viruléncia, eram incapazes de sobreviver e multiplicar-se no
interior de macréfagos, mostrando-se avirulentas para potros e camundongos.

Infeccoes em Suinos por R. equi

A linfadenite infecciosa figura dentre as afeccdes mais preocupantes na criagdo de
suinos, em virtude dos prejuizos gerados aos produtores e/ou as industrias com a condenacao
de carcagas, devido ao potencial zoonético dos agentes causais (5, 13).

A etiologia da linfadenite infecciosa em suinos é complexa, causada principalmente por
Mycobacterium spp. e R. equi, seguido em menor frequéncia por Trueperella
(Arcanobacterium) pyogenes, Streptococcus sp., Staphylococcus sp. e enterobactérias (6, 8,
14, 42).

A via oral é a principal forma de infeccdo nos suinos na ocorréncia das linfadenites
infecciosas por R. equi. A transmissdo ocorre pelo contato dos animais com O micro-
organismo no meio ambiente, principalmente em criatérios com excesso de sujidades e
matéria organica. O micro-organismo € encontrado também contaminando camas de palha,
serragem e maravalha, eliminado pelas fezes de animais . O predominio da infec¢do por via
oral pode justificar o maior acometimento dos linfonodos submandibulares e,
secundariamente, mesentéricos e mediastinicos. No entanto, R. equi tem sido isolado também
de linfonodos aparentemente saudéveis de suinos (6, 14, 21, 43).

Nos suinos, a infeccdo por R. equi geralmente € restrita ao trato linfatico dos animais. A
linfadenite € a principal manifestacdo clinica da rodococose nos suinos. Sao encontradas
lesdes preferencialmente nos linfonodos retrofaringeos, submandibulares, mesentéricos e
mediastinicos, comumente identificados apenas no momento do abate (14). Os linfonodos
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acometidos exibem diferentes graus de hipertrofia, apresentando—se lobulados, mostrando ao
corte lesdes necrdtico—purulentas, focais ou generalizadas, de tonalidade brancoamarelada,
podendo ou ndo apresentar calcificacdo (21, 30, 43).

As lesdes (pio)granulomatosas também chamadas “tuberculdides” na rodococose em
suinos sdo assintomadticas, provavelmente em virtude do abate dos animais relativamente
jovens, entre 120 a 150 dias de idade, ndo havendo tempo hébil para a generalizacdo. Desta
forma, ocorrem principalmente lesdes focais, restritas aos linfonodos regionais (5, 21, 43).
Ocasionalmente sdo observados abscessos orais € pneumonia em leitdes e animais adultos
(44).

Prescott (14) afirmou que os suinos s@o considerados reservatorios de R. equi, visto que
o micro-organismo € isolado de linfonodos e das fezes de animais assintomaticos.

De acordo com a legislacdo brasileira, regida pelo Regulamento de Inspe¢do Industrial e
Sanitdria dos Produtos de Origem Animal (RIISPOA), as carcagas de suinos com lesdes
granulomatosas em linfonodos, devem receber julgamento equivalente ao da tuberculose
“classica” (45). Silva et al. (46) referiram que se forem encontrados dois ou mais focos de
lesdes granulomatosas, sem sinais de generalizacdo em linfonodos do sistema digestorio,
determina-se o cozimento da carne a temperatura de 76,7°C por 30 minutos. No entanto, caso
apresente somente um foco lesional, como linfonodos da cabeca ou do intestino delgado, a
regido é condenada e a carcaca liberada, sem restri¢des.

As lesdes em linfonodos causadas por Mycobacterium spp., R. equi, Trueperella
(Arcanobacterium) pyogenes, estafilococos, estreptococos e enterobactérias, sao praticamente
indistinguiveis macroscopicamente no momento do abate. Assim, o cultivo microbiolégico
permanece como o método mais fidedigno para o diagndstico de rotina da rodococose suina.
Recentemente, as técnicas moleculares tem se mostrado promissoras no diagndstico das
infec¢des por R. equi em suinos, particularmente na confirmacdo da viruléncia dos isolados
(17, 35).

Nao existem medidas especificas para a profilaxia/controle da rodococose em suinos,
visto que o micro-organismo estd amplamente distribuido no ambiente dos animais. Na
pratica, também ndo se recomenda o tratamento da doenca, provavelmente devido as
infeccdes se restringirem ao trato linfatico, ndo havendo disseminacio para outros 6rgaos, ou
mesmo sinais clinicos aparentes na grande maioria dos animais, aliado ao abate precoce dos
suinos, com cerca de 150 dias (36).

Viruléncia de R. equi em suinos

Nas ultimas décadas, o perfil de viruléncia das linhagens de R. equi isolados de suinos
tem sido motivo de investigagdes em vdarios paises. No Japao, Takai (35) referiu o
predominio de plasmidios de viruléncia intermedidria (VapB) em isolados de R. equi
recuperados de linfonodos de suinos e a similaridade deste perfil com linhagens isoladas de
humanos com Aids. Em 56 linhagens de R. equi isoladas de 1832 linfonodos de suinos sem
lesdes aparentes abatidos no Japao, foram identificadas 54 estirpes produtoras de VapB e duas
de VapA (18). Madarame et al. (47) também no Japdo, identificaram 5,5% de estirpes de R.
equi virulentas e de viruléncia intermedidria em 1615 linfonodos de suinos.

Pate et al. (48) cultivaram 260 linfonodos de suinos com lesdes granulomatosas obtidos
em abatedouro na Eslovénia, identificando 123 (47,3%) isolados de Mycobacterium avium e
71 (27,3) de R. equi. Cerca de 60% dos isolados de R. equi apresentaram antigenos de
viruléncia intermedidria (VapB), enquanto os demais foram avirulentos.

Na Holanda, Komijn et al. (49) investigaram a etiologia bacteriana da linfadenite
infecciosa em suinos em 1276 linfonodos. Destes, 98 (7,7%) mostraram lesoes
submandibulares por R. equi e apenas um (0,1%) em linfonodo mesentérico. Os autores
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ressaltaram neste estudo o predominio de isolamentos de R. equi em comparacdo ao género
Mycobacterium.

Na Hungria, dentre 1173 linfonodos submandibulares de suinos sem lesdes aparentes
obtidos de abatedouro, foram isolados 164 estirpes de R. equi. Destas, 44 (26,8%)
apresentaram plasmidios de viruléncia intermediéria (VapB), com predominio do tipo 5 (25).
Na Eslovénia, Pate et al. (50) descreveram que dentre 30 estirpes de R. equi recuperadas de
linfonodos de suinos, nove apresentaram antigenos de viruléncia intermedidria (VapB), com
maior prevaléncia também de plasmidios tipo 5 (95Kb).

No Brasil, Lara et al. (10) identificaram 31 (24,1%) isolados de Mycobacterium spp. e
17 (13,2%) de R. equi, em 129 amostras de linfonodos de suinos destinados ao abate, que
apresentavam lesdes (pio)granulomatosas. Ribeiro et al. (11) investigaram o perfil de
viruléncia plasmidial em 19 isolados de R. equi, identificados em linfonodos de suinos de
abatedouros do interior do estado de Sao Paulo, dos quais 12 linhagens apresentaram
antigenos de viruléncia intermedidria (VapB) com predominio o tipo 8 (oito linhagens), duas
tipo 10, uma do tipo le outra do tipo 29, enquanto as demais foram consideradas avirulentas.
Estes resultados reforcam o predominio de linhagens de viruléncia intermediaria obtidas de
linfonodos de suinos, apesar das diferencas dos tipos de VapB encontrados nos vérios paises.

Estudos envolvendo a epidemiologia molecular das linhagens de R. equi, podem
contribuir no esclarecimento do impacto desta espécie na transmissao de isolados patogénicos
para os humanos em diferentes regidoes geogrificas. No entanto, apesar das evidencias em
varios paises da similaridade do perfil de viruléncia (VapB) de linhagens de R. equi isoladas
de linfonodos de suinos e de humanos (com e sem Aids) ndo estd esclarecida a importancia
desta espécie doméstica como fonte de infec¢do de isolados patogénicos para os humanos e
outros animais (11, 18, 19, 47).

Infeccoes em humanos por R. equi

Golub, Falk e Spink (51) nos EUA, relataram o primeiro caso de rodococose em
humanos, em paciente de 29 anos de idade que apresentava abscessos pulmonares, tratado ha
mais de 10 anos com corticoides devido a hepatite cronica. Porém, nas décadas subsequentes,
as infec¢des em humanos foram caracterizadas como raras (52). Nos ultimos anos, tem-se
experimentado o incremento de doencas consideradas emergentes e re-emergentes em
humanos, com destaque para a rodococose e a tuberculose, respectivamente, fato que tem
gerado preocupacdo na drea médica (6, 12).

Pacientes pertencentes a determinados grupos de vulnerabilidade (grupo de risco), que
apresentam diferentes graus de imunossupressdo ou debilidade orgénica, como hepatopatas,
transplantados, alcodlatras, acometidos de neoplasias (leucemia, linfoma), usudrios de drogas
injetaveis e, principalmente, infectados pelo virus da Aids, sdo mais susceptiveis a infec¢ao
por R. equi. No entanto, a rodococose em individuos imunocompetentes também pode
ocorrer, embora sejam raros os registros (16).

O relatério anual do Programa das Nagdes Unidas sobre HIV/Aids reportou que, em
2011, aproximadamente 34 milhdes de pessoas estavam infectadas com o virus da Aids em
todo mundo. No mesmo ano, 2,5 milhdes de novos casos foram relatados. Destes, 1,7 milhoes
evoluiram para 6bito em decorréncia da doenca e de infeccdes oportunistas. Na Europa, o
nimero de pessoas infectadas com o virus da Aids em 2010 atingiu 1,4 milhdes de pessoas,
com 118 mil novos casos somente neste ano. A estimativa de individuos HIV-positivos no
ano de 2011 na Africa do Sul foi de 5,38 milhdes, caracterizando a regido com o maior
nimero de pessoas infectadas em todo mundo, representando 22,5 milhdes de pessoas (53).

Estima-se que 1,8 milhdo de pessoas estejam infectadas pelo virus da Aids na América
Latina, dos quais 51% dos HIV-positivos recebem tratamento (54).
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No Brasil, entre 1980 e 2009 foram notificados 592.914 casos de Aids, com cerca de 20
casos/100 mil habitantes. Somente em 2009, foram notificados 38.538 novos casos da doenca
(55). O avanc¢o no nimero de pessoas infectadas com o virus da Aids encontra reflexo direto
no aumento de doencas consideradas emergentes e re-emergentes, causadas
predominantemente por agentes oportunistas. Neste contexto, inclui-se a rodococose (36).

A transmissdo da rodococose para os humanos ainda é objeto de controvérsia entre 0s
pesquisadores. No entanto, a exposicdo a solos contaminados com R. equi é considerada a
principal forma da infeccdo para os humanos, decorrente da inalagdo de aerossois
contaminados com a bactéria. A infec¢ao pode ocorrer também pela via digestoria, mediante a
degluticdo da propria saliva de pacientes com infecc@o respiratéria, ou mesmo a ingestao de
alimentos contaminados (14, 29, 52).

Individuos que trabalham em fazendas, em manutencao de jardins e expostos a equinos,
tendem a apresentar maior risco de contrair a infec¢do (56). Doig, Gill e Church (16)
relataram o perfil de 18 casos de rodococose em humanos no Canada, dos quais oito (44,4%)
pacientes apresentavam histérico de contato recente com ambiente rural (limpeza de
estdbulos, baias e/ou piquetes) e/ou com animais de fazenda, especialmente equinos.

Prescott (14) relatou que de 32 pacientes com rodococose coinfectados com o virus
HIV, 12 individuos tinham histérico de contato estreito com animais e/ou ambientes de
criacdo de espécies domésticas, demonstrando o risco ocupacional na transmissdao da
rodococose para humanos. Levantamento epidemiolégico de 12 casos de rodococose humana
no Canadd, dos quais seis acometidos por Aids, revelou que dois pacientes tinham histérico
de contato com equinos, um com cd@o e outro com ambiente rural (56). Watanabe et al. (57)
descreveram que a maioria dos casos de pacientes HIV-positivos coinfectados por R. equi,
residem proximos a propriedades rurais ou sdo agricultores, fato que facilitaria o contagio
com o agente mediante ao contato com animais e/ou o meio ambiente. O histérico do contato
de pacientes com rodococose — com e sem Aids —, com animais domésticos e/ou ambiente
rural, reforcam o potencial da rodococose como doenga ocupacional (56).

As manifestacoes clinicas apresentadas por pacientes com rodococose Sao
caracterizadas por quadros respiratérios como tosse e dispnéia, devido as lesdes pulmonares
abscedantes e cavitdrias. Estes quadros sdo mais complicados em pacientes portadores do
virus da Aids (57). A taxa de mortalidade causada por R. equi é em torno de 11% para
pacientes imunocompetentes e entre 20 a 55% em individuos imunossuprimidos,
particularmente em individuos coinfectados com o virus da Aids. A recidiva nestes pacientes
€ comum, independentemente do tratamento instituido (12).

O primeiro caso de rodococose em paciente com Aids foi descrito em 1986. A partir
deste ano, 228 novos casos de rodococose foram descritos em pacientes HIV-positivos, dentre
os quais 210 sob a forma de pneumonia com cavitacdo (58).

Ferretti et al. (42) na Itdlia, relataram dois casos de rodococose pulmonar e encefilica
em mulheres coinfectadas com o virus da imunodeficiéncia adquirida.

As manifesta¢des extra—pulmonares causadas por R. equi em humanos incluem diarreia
sanguinolenta, caquexia, pleurisia, hepatopatias, abscessos renais, peritonite, artrite séptica,
osteomielite, linfadenite e meningite. O diagndstico € obtido a partir do isolamento do agente
principalmente utilizando lavados traqueo—brénquicos, sangue, material de bidpsia de 6rgaos,
fluidos de abscessos e cateteres intravenosos (14, 52). Exames de diagndstico por imagem
(raios-x, tomografia e ressonancia magnética) da regido tordcica, mostram lesdes nodulares,
particularmente em lobos pulmonares superiores (6).

Verville et al. (56) investigaram 12 casos de rodococose em pacientes humanos
coinfectados com o virus da Aids. A doenca foi fatal em quatro pacientes e evoluiu
cronicamente em outros dois.
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O tratamento da rodococose humana depende da eficiéncia dos antimicrobianos em
atingir altas concentracOes no interior das células. Em alguns casos tem sido recomendada a
remogao cirdrgica da regido acometida. R. equi € sensivel *“ in vitro” aos antimicrobianos
pertencentes ao grupo dos macrolideos (eritromicina, azitromicina), a rifampicina,
vancomicina, bem como outros fairmacos como sulfonamidas/trimetoprim, aminoglicosideos e
fluorquinolonas (14, 56, 59). O tratamento deve ser realizado até a remissdao completa dos
sinais e sintomas, e apds culturas microbioldgicas negativas. Entretanto, recidivas e
complica¢des clinicas sdo frequentes em humanos (52).

Viruléncia de R. equi em humanos

Recentemente, t€ém-se preocupado em caracterizar o perfil de viruléncia de estirpes de
R. equi isoladas de pacientes humanos — em especial os acometidos de Aids — utilizando os
plasmidios associados a viruléncia como marcadores da patogenicidade. Takai et al. (17)
relataram, na Tailandia, a patogenicidade de seis isolados de R. equi, todos provenientes de
pacientes HIV- Positivos, dos quais quatro apresentavam viruléncia intermedidria tipo 5,
enquanto os demais foram avirulentos.

Makrai et al. (13) descreveram, na Hungria, que dentre sete estirpes de R. equi isoladas
de pacientes com Aids, cinco continham antigenos de viruléncia intermedidria tipo 5,
semelhante ao padrdo plasmidial de viruléncia de estirpes encontradas em linfonodos de
suinos. De maneira similar, Takai et al. (17) detectaram o mesmo perfil de viruléncia (VapB)
em R. equi obtidos de linfonodos submandibulares de suinos aparentemente saudaveis e de
pacientes humanos com rodococose na Tailandia.

No Brasil, o primeiro caso de rodococose em paciente humano foi descrito em homem
HIV-positivo, que apresentava sintomatologia pulmonar. A caracterizagdo dos antigenos de
viruléncia da linhagem de R. equi deste paciente acusou a producdo de VapB (20kDa) (60).

Ribeiro et al. (11) investigaram recentemente no pais o perfil de viruléncia de 20
estirpes de R. equi isoladas de humanos. Destes, nove eram HIV-positivos. Das 20 estirpes
onze foram avirulentas, quatro VapA (trés 87Kb tipo I e um 85 Kb tipo I) e cinco VapB tipo
8. As estirpes VapB sdo comumente encontradas em suinos com linfadenite granulomatosa.
Curiosamente, nenhuma destas pessoas tinha histérico de contato com suinos.

CONSIDERACOES FINAIS

A ampla distribui¢do de R. equi no ambiente dificulta sobremaneira o controle da
infec¢do nos suinos. Ademais, o abate de suinos no Brasil € motivo de preocupacio para os
orgdos de vigilancia sanitdria, em virtude dos riscos do consumo de carne e derivados
oriundos de criatérios de baixa tecnificacdo e/ou de exploragdo familiar. Esta pratica, sem o
rigor da inspec¢ado sanitdria de produtos de origem animal, expde a populacdo aos riscos do
consumo de carne e derivados suinos contendo micro-organismos reconhecidamente
patogénicos para os humanos, como R. equi, particularmente em individuos debilitados ou
acometidos por doengas imunossupressivas como a Aids.

Apesar da similaridade do perfil de viruléncia (VapB) de estirpes isoladas de pacientes
HIV-positivos e de linfonodos de suinos, ndo esta esclarecido o impacto desta espécie animal
como fonte de infec¢do para os humanos (18). Sao incipientes ainda os estudos no Brasil
visando a detec¢do da viruléncia de estirpes de R. equi isoladas de suinos (39). No entanto,
estudo na Tailandia (17) e investigacdo recente no Brasil (19) postularam que a transmissao
de R. equi dos suinos para os humanos possa ocorrer pelo consumo de carne crua ou mal
cozida de suinos, contaminada de forma cruzada pela bactéria dos préprios linfonodos (linha
de abate) ou pelas fezes dos animais.
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ARTROPLASTIA TOTAL NAO CIMENTADA DA ARTICULACAO
COXOFEMORAL EM CAES
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RESUMO

A artroplastia total da articulacdo coxofemoral € uma op¢do amplamente aceita no tratamento
cirirgico para displasia coxofemoral grave e outras causas de dor ou disfun¢ao da articulacdo
coxofemoral em cdes. A artroplastia ndo cimentada foi desenvolvida com o objetivo de
eliminar as limitagdes de durabilidade do sistema cimentado. A técnica baseia-se no conceito
de fixacdo bioldgica e consiste na substituicao da articulacdo coxofemoral com componentes
acetabular e femoral, os quais sdo inicialmente encaixados por pressdo em leitos preparados
precisamente, de forma a promover estabilidade até a osteointegracdo completa do implante.
O sucesso do procedimento envolve o paciente, a conformagao e qualidade do implante e a
precisdo da elaborada técnica cirdrgica. Os indices de complicac@o sdo baixos, especialmente
quando comparados aos do procedimento cimentado. Portanto, uma série de consideracoes e
cuidados deve ser tomada para obterem-se resultados correspondentes com a alta taxa de
sucesso da técnica. Objetiva-se com o presente trabalho apresentar uma revisao da literatura
disponivel sobre a utilizagdo das préteses ndo cimentadas da articulagdo coxofemoral em caes.
Esta técnica mostra-se efetiva no tratamento das disfungdes graves da articulagdo coxofemoral
com vantagens significativas quando comparada aos métodos anteriormente descritos.

Palavras-chave: articulacdo coxofemoral, prétese, fixacdo biologica, cao, displasia
coxofemoral

CEMENTLESS TOTAL HIP ARTHROPLASTY IN DOGS
ABSTRACT

The total hip replacement is widely accepted for the treatment of severe hip dysplasia and
other causes of pain or hip dysfunction in dogs. Cementless arthroplasty was developed in
order to remove the durability limitations of the cemented system. The concept of this
technique is based on the biological fixation. Acetabular and femoral implants are precisely
fitted by pressure in a way to promote stability until the osteointegration has been completed.
The success of this procedure involves the patient, the conformation of the hip joint, the
precision of the implants and the quality of surgical technique. The complication rate is low,
specially when it is compared to cemented procedures. Therefore, a number of considerations
and care must be taken to obtain results corresponding with the high success rate of the
technique. The goal of this study is to present a review of the available literature about the use
of uncemented hip prosthesis in dogs. This technique is shown to be effective in the treatment
of serious disorders of the canine hip with significant advantages compared to previously
described methods.

Keywords: hip joint, prosthesis, biological fixation, dog, hip dysplasia
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ARTROPLASTIA TOTAL COXOFEMORAL NO CEMENTADA EN PERROS
RESUMEN

La artroplastia total coxofemoral es una opcién ampliamente aceptada para el tratamiento
quirurgico de la displasia coxofemoral grave y otras causas de dolor o disfuncién de la
articulacion de la cadera en perros. La artroplastia no cementada fue desarrollada para
eliminar las limitaciones de la durabilidad del sistema cementado. La técnica se basa en el
concepto de la fijacién bioldgica y consiste en la sustitucion de la articulacion coxofemoral
con los componentes acetabulares y femorales, que inicialmente estin equipados por la
presion en las camas preparadas precisamente con el fin de promover la estabilidad para
completar la osteointegracion del implante. El éxito del procedimiento implica en el paciente,
la conformacion, la calidad del implante y la precision de la técnica desarrollada. Las tasas de
complicaciones son bajas, especialmente en comparacién con el procedimiento de cementado.
Por lo tanto, se deben tomar una serie de consideraciones y cuidados para obtener los
resultados correspondientes, con una alta tasa de éxito de la técnica. El objetivo de este
trabajo fue presentar una revision de literatura disponible sobre el uso de prétesis no
cementadas de la articulacién coxofemoral en perros. Esta técnica ha demostrado ser eficaz en
el tratamiento de los trastornos graves de la articulacion coxofemoral con ventajas
significativas en comparacion con los métodos descritos anteriormente.

Palabras clave: protesis, articulacion coxofemoral, fijacion bioldgica, perro, displasia de
cadera

INTRODUCAO

A artroplastia total do quadril consiste na substitui¢do total da articulagdo coxofemoral
por componentes acetabular e femoral, disponiveis em diversos sistemas € modelos. A técnica
tem como objetivo aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida do paciente, por meio da
promocao do retorno da fungdo articular. Os implantes tornaram-se disponiveis
comercialmente para cdes em 1974, sendo eles inicialmente desenvolvidos a partir de sistemas
cimentados de fixacdo dos componentes. Apesar do sucesso terapéutico relatado apds a
utilizagdo destes sistemas, falhas relacionadas ao cimento instigaram o desenvolvimento de
um sistema ndo cimentado, em 1986, o qual tornou-se disponivel apenas em 2003.

O sistema ndo cimentado ¢é baseado na ideologia de fixacdo bioldgica e
osteointegracdo. Existem proteses ndo cimentadas cuja estabilidade inicial é sustentada por
parafusos e outras que utilizam o sistema de encaixe por pressdo (“press-fit”)(Fig. 1). Em
ambas, a estabilidade em longo prazo € alcancada com o crescimento interno de tecido 6sseo
em direcdo a prétese, promovendo integracdo dos implantes. O sistema ndo cimentado mais
utilizado atualmente € o da empresa americana Biomedtrix4(BFX®) e, portanto, € nele que
estd embasada e focada a maioria dos estudos de artroplastia ndo cimentada em caes (1).

No Brasil, observam-se poucos estudos e relatos da utilizagdo das proteses
coxofemorais em cées (2-5).

4 Biomedtrix, Booton, NJ, USA, since 1989 < http://www.biomedtrix.com/index.php>
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Figura 1. Imagem radiografica em projecdo ventro-dorsal.Aspecto final de uma artroplastia

total bilateral de quadril, mostrando um implante cuja estabilidade inicial é dada pelo sistema
de ‘press-fit’(membro direito) e outra por meio de parafuso (membro esquerdo) (1).

REVISAO DE LITERATURA
Indicacoes da técnica

As indicag¢Oes para uma artroplastia total ndo cimentada sdo as mesmas da cimentada,
incluindo a displasia coxofemoral grave (6), luxacdo coxofemoral irredutivel ou cronica (7),
necrose asséptica da cabeca do fémur (8), fraturas de cabeca/colo femoral ou acetdbulo
irrepardveis ou com ma unido (9) e revisao de excisdes de cabeca e colo femorais inadequadas
(10).

Ha relatos de uso da artroplastia como forma de manuten¢do do membro de um cao
com fibrossarcoma na cabe¢a femoral (11) e de varios cdes com um tnico membro pélvico
que receberam prétese devido a indimeras outras causas, cujas evolugdes clinicas foram
favoraveis (12).

Selecao do paciente

A idade do paciente é um fator importante a ser considerado, sendo ideal a realiza¢do do
procedimento protético em cdes esqueleticamente maduros, em decorréncia do risco de
soltura da placa fisdria acetabular, j4 que a cabeca femoral serd removida. A presenca de
dermatite, otite, infeccdo do trato urindrio e doenga periosteal adiam a artroplastia até a
resolugdo do quadro. Animais com afec¢des neuroldgicas ou ortopédicas concomitantes
envolvendo os membros pélvicos também recebem contraindicacdo para a artroplastia
coxofemoral. Neoplasias, coagulopatias, diabetes mellitus, sindrome de Cushing e doencas
imunossupressoras podem representar riscos para o paciente candidato a artroplastia e,
portanto devem ser previa e cuidadosamente avaliados (13).
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Caracteristicas para selecao do sistema nao cimentado

O sistema ndao cimentado elimina uma varidvel que pode contribuir com a falha do
implante: o cimento. A soltura asséptica é mais comum em sistemas cimentados e, em casos
de infeccdo, o tratamento sem a retirada do implante € raramente bem sucedido devido a
inabilidade dos antimicrobianos alcancarem o cimento poroso avascular que abriga particulas
organicas. A retirada ou revisao de préteses cimentadas exige remocdo de toda a camada de
cimento, o que ndo € uma tarefa facil (14).

Mesmo com a superior precisdo do procedimento que o sistema nao cimentado exige, o
tempo cirdrgico e consequentemente a exposicdo ao ambiente sdo reduzidos. Todos os
procedimentos e preocupacdes relacionadas ao cimento sdo eliminados. Excluindo os casos
que ndo existe protese ndo cimentada disponivel (Sistemas CFX® Micro & Nano Hip,
Biomedtrix), 95% das artroplastias coxofemorais podem ser feitas com o sistema ndo
cimentado (15).

Fatores limitantes para a realizacdo desta técnica sdo descritos. Fémures que possuem
baixo indice de alargamento femoral (razdo entre a largura intracortical ao nivel do trocanter
menor e da largura intracortical ao nivel do istmo), chamados de fémures “em chaminé”,
predispdem a ocorréncia de afundamento da prétese ndo cimentada. Uma tentativa de reducdo
deste risco € a osteotomia em nivel mais alto do colo femoral, a fim de se ter mais 0sso
cortical para calcar a haste femoral, (que deverd ser de tamanho maior), entretanto tal
manobra pode dificultar muito a reduc¢do da articulagdo protética. Uma alternativa mais
simples e segura € a escolha de uma haste cimentada nesses casos (16).

A falta de cobertura dorsal do acetdbulo devido ao desgaste por subluxagao cronica ou
hipoplasia acetabular por luxacdo congénita ¢ uma grave limitagdo para artroplastia
coxofemoral. Trés milimetros de cipula exposta € seguramente aceitavel, de 3 a 5 milimetros
ja é considerado arriscado e acima de 5 milimetros é desaconselhdvel. Protrusdo iatrogénica
da parede acetabular ou proposital como alternativa de falta de cobertura acetabular dorsal é
aceitdvel apenas em sistemas cimentados (17).

Erros técnicos como fresagem exagerada tanto do acetdbulo quanto do fémur resultam
em instabilidade dos implantes nos leitos. As opg¢des sdo colocacdo de préteses nao
cimentadas maiores quando ndo ha limitagdes anatdomicas para isso, ou mudanga para um
sistema cimentado. Na ocorréncia de fissuras durante a fresagem femoral também se
aconselha a utiliza¢do de uma haste cimentada (16).

Implantes: Design e material

Caracteristicas do material e do design do implante desempenham importante papel na
funcdo e longevidade da artroplastia coxofemoral. Baseada no conceito de fixacao bioldgica,
a estabilidade inicial do implante ndo cimentado pode ser feita utilizando-se encaixe por
pressdo ou por parafusos, tanto na fixacdo femoral quanto acetabular. Em ambas, a
estabilidade em longo prazo é alcancada com o crescimento interno de tecido ésseo em
direcdo a prétese, promovendo osteointegracdo dos implantes. As variagdes de tamanhos de
implantes disponiveis permitem a utilizacdo dos sistemas em caes pesando entre 2,5 kg e 80
kg. Existem hastes femorais feitas de trés principais tipos de ligas metdlicas: aco inoxiddvel,
titanio e ligas de cromo-cobalto; sendo os dois dltimos os mais utilizados. O titanio possui
menor elasticidade, a qual se aproxima mais da elasticidade do osso cortical. Teoricamente
isso significa padrdes mais previsiveis e fisioldégicos de remodelamento 6sseo € menor reacao
de protec@o ao estresse, fatores que beneficiam a estabilidade em longo prazo do implante,
porém clinicamente nao foi comprovada vantagem sobre a liga de cromo-cobalto. Os designs
dos componentes femorais disponiveis sdo: afunilado, cilindrico e anatdmico. Atualmente a
mais utilizada € a geometria afunilada, que aproveita a microelasticidade do osso, permitindo
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um melhor ajuste do implante ao melhorar a distribuicdo da carga proximal do dispositivo. Os
implantes cimentados e nao cimentados da Biomedtrix® possuem as mesmas proporcdes de
dimensdo de cabeca e drea cdncava do acetdbulo, o que permite a formacdo de sistemas
hibridos (1).

O ter¢o proximal da haste femoral é recoberto com revestimento poroso que permite o
crescimento 6sseo. O componente acetabular consiste em uma cipula de metal revestido com
a mesma superficie porosa na drea convexa e uma camada de polietileno de alto peso
molecular especifico para proteses articulares na regido concava, que fard contato com a nova
cabeca femoral. A por¢do dorsal € chanfrada para melhorar o movimento de abducdo da
articulacdo coxofemoral (6).

A angulagdo entre o pescogo e a haste protética influencia toda a func@o muscular da
articulacdo coxofemoral. A capacidade de geracdo de movimento dos musculos abdutores é
reforcada com angulacdo de 120° entre o pescogo e a haste protética, por outro lado os demais
grupos musculares recebem tal beneficio quando este angulo é de 140°. Portanto, um angulo
pescoco-haste de 130° promove uma harmonia sensata (18).

Planejamento cirdrgico

Baseado no grau de magnificacdo da imagem radiografica, utiliza-se o molde de acetato
ou digital adequado para determinacao prévia das dimensdes dos componentes protéticos. Em
radiografia de projecao ventro-dorsal, posiciona-se a extremidade lateral proximal do modelo
sobre o istmo femoral, entre a cabeca femoral e o trocanter maior. A linha média do modelo
deve sobrepor o eixo longitudinal diafisario do fémur. O maior componente que preencher os
contornos das margens endosteais da metéfise e da didfise deve ser o selecionado. Testa-se o
mesmo em projecdo latero-lateral para confirmar o preenchimento craniocaudal do canal
femoral. Uma estimativa do tamanho da cupula é feita por meio da mensuracio da largura de
abertura craniocaudal do acetdbulo e avaliacao da espessura éssea medial, pela projecao
ventro-dorsal. Os tamanhos serdo definitivamente decididos apenas durante o procedimento,
portanto, € aconselhdvel ter opcdes variadas de tamanho disponiveis (19).

Técnica cirurgica

O posicionamento perfeito € fundamental para o adequado posicionamento dos
componentes protéticos. O animal deve ser posicionado em decubito lateral com precisa
sobreposicdo das asas do ilio e isquio. Apds tricotomia ampla e devida antissepsia do campo
cirtirgico, faz-se o acesso cranio lateral modificado para exposicdo da articulacdo coxofemoral
(20).

Com auxilio de uma serra oscilatdria, retira-se a cabeca e colo femorais com angulagdo
baseada na do colo protético. Dupla fresagem do acetdbulo (sendo a primeira fresa
subdimensionada e a segunda com o tamanho adequado da cupula selecionada) € realizada,
criando-se um leito livre de tecido cartilaginoso e fibroso. Utilizando a superficie chanfrada
como referéncia, posiciona-se a cipula com angulo de abertura lateral medindo entre 35° e
45° e retroversao entre 15° e 20°. O encaixe do componente acetabular € feito por pressao,
utilizando-se um posicionador especifico. O proximo passo é o preparo do canal femoral, na
qual se faz a perfuragdo e fresagem em angulo neutro de anteversdo. Como no sistema
cimentado, o leito deve ser exatamente do tamanho do componente, utilizam-se as brocas em
sequéncia crescente de tamanho, testando a inser¢do do componente femoral entre cada uma
delas. Insere-se a haste femoral, também por encaixe. Utilizando os modelos de cabeca
femoral, testa-se o comprimento do pescoco adequado para o animal em questdo. Tal teste €
feito por meio da redugdo articular e movimentacao do membro, na qual deve haver adequada
amplitude de movimento sem frouxidao articular e/ou luxacdo da prétese. Selecionado o
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tamanho do colo, coloca-se a cabecga femoral definitiva e reduz-se a nova articulagdo. Cépsula
articular, camada muscular, subcutinea e pele sao suturadas com padrdo de rotina (19).

Avaliacao Radiografica

Posicionamento da Ciipula acetabular

Angulo de abertura lateral- Analisando-se a radiografia ventro-dorsal, verifica-se a
conformacgdo da superficie chanfrada da cipula. Quando esta aparece como uma linha reta,
significa que o angulo estd corretamente medindo 45°; quando em forma concava a angulagao
estd muito aberta ( > 45°); ja em cupulas fechadas (< 45 °) a linha vai estar em forma convexa
(Fig. 2). Aferi¢do mais precisa pode ser feita pelo angulo formado entre uma linha paralela ao
plano médio do animal e uma linha unindo as quinas da superficie chanfrada da cipula (21).

Figura 2. Imagens radiogrificas pds-operatérias mostrando as diferentes orientagdes possiveis
da cdpula acetabular. (A) Com angulo de abertura lateral (ALO) de 45° - a superficie
chanfrada da cdpula aparece como uma linha reta; (B) com a ctipula aberta (ALO>45°) a
superficie chanfrada afigura-se cdncava; (C) com uma cupula fechada (ALO<45) - a
superficie chanfrada aparece convexa. (21).

Angulo de versdo- Consiste no angulo que determina a inclinagdo cranio-caudal do
acetabulo. E definido entre uma linha tragada ao longo do eixo ilio-isquidtico e uma linha pelo
bisel da ctipula em projecao latero-lateral (22).

Angulo de Norberg da cabega protética — Em projecio ventro-dorsal, traca-se uma linha
conectando os centros da cabeca e haste femoral e outra ligando o centro da cabeca femoral
com a borda cranio-dorsal do acetdbulo. O angulo entre elas consiste no Norberg da cabeca
prostatica, o qual avalia o grau de cobertura acetabular da nova cabeca femoral (23).

Posicionamento da Haste femoral

Alinhamento mediolateral em relacdo ao canal femoral - E determinado pela diferenca
entre 0 angulo pescoco-haste e o angulo pescoc¢o-didfise. Resultado entre 0° e 1° significa
6timo posicionamento neutralizado, maior que 1° indica haste em posi¢do varus (desvio
lateral) e angulacdo negativa indica posi¢do valgus da haste (desvio medial) (Fig.3). As
mensuragdes devem ser feitas em proje¢do ventro-dorsal (23).
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Figura 3. Imagens radiogrificas em projecdo ventro-dorsal pds-operatérias mostrando o
alinhamento da haste femoral. (A) haste em posic¢ao varus; (B) haste em valgus e (C) haste
neutralizada (23).

Alinhamento craniocaudal em relacdo ao canal femoral — Utilizando-se projecdo
latero-lateral, tracam-se os eixos longitudinais da haste e da didfise femorais. A angulacdo
entre eles define o alinhamento, sendo o correto a sobreposicao das linhas. Estipulando o eixo
diafisario como 90°, angulos agudos definem retroversdo da haste e obliquos anteversao da
mesma (24).

Estabilidade do implante

Nivel da protese — A ocorréncia de afundamento da prétese € avaliada comparando-se o
nivel do rebordo préximo lateral da haste e o istmo do fémur entre o trocanter maior e o colo
femoral, que devem estar sobrepostos (25).

Preenchimento do canal femoral — E calculado pela razdo entre a largura do implante e
a largura do canal femoral. Trés mensuracdes devem ser feitas em projecao ventro-dorsal,
sendo uma na regido de transi¢do da drea porosa com a lisa, uma na extremidade distal da
haste e a terceira no ponto médio entre estas. Recomenda-se preenchimento maior que 80%,
preferencialmente 90% (25).

Reagdes dsseas - Areas de radioluscéncia nas interfaces dos implantes com o tecido
Osseo ou sinais de ostedlise podem demonstrar soltura séptica ou asséptica do implante.
Regides esclerdticas também podem ser sinais de infec¢do (26). Remodelamento 6sseo €
esperado em resposta ao implante, porém resposta exacerbada pode indicar instabilidade da
prétese. E importante o acompanhamento radiogrifico para avaliar a progressio de tais
mudancgas (27).
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Complicacoes

Mesmo com a alta porcentagem de sucesso do procedimento, a artroplastia esta sujeita a
diversas complicagdes (3).

Infeccdo

Infec¢do € a mais séria e comprometedora complicacdo das artroplastias coxofemorais
em caes. Pode resultar em soltura séptica do implante, diminui¢do da funcdo articular e
potencial necessidade de remog¢do dos componentes para resolucdo do problema (27).

As infec¢des podem ter curso agudo, no qual ocorre como infec¢ao na ferida cirdrgica;
ou tardio/cronico, em que comumente desenvolve-se com curso clinico insidioso. Quanto a
etiologia da infeccdo, acredita-se que as agudas estido fortemente relacionadas a contaminagao
intraoperatdria, tanto por fonte aérea ou por procedimento ndo estéril; enquanto as cronicas
podem ser secunddrias a infeccao intraoperatdria ou a fontes hematégenas (14).

Implantes infectados requerem agressiva antibioticoterapia baseada em cultura e
antibiograma antes da cautelosa reimplantacdo de qualquer biomaterial (28).

Soltura asséptica

O conceito de soltura asséptica abrange a complexa interacdo entre fatores
biomecanicos, mecanicos e bioldgicos especificos do individuo afetado. A presenca de
pseudomembranas ao redor de préteses soltas assepticamente € bem documentada, assim
como a associacdo destas membranas com dreas de lesdes osteoliticas. O detalhamento destes
tecidos mostra a presenca de microparticulas e debris celulares, os quais estimulam a atragao
de numerosos macréfagos encontrados histologicamente e a reagdao ao corpo estranho dos
mesmos. Esta reacdo resulta em significante produgdo de colagenase, prostaglandina E, e
interleucina-1 ativa, todos conhecidos promotores da reabsor¢ao dssea. Este estimulo pode ser
dado também por micromovimentos de um implante instivel. A dindmica da interface
prétese-osso envolve constante crescimento Osseo interno assim como reabsor¢do associada
com o reparo do tecido fibroso. Em um implante estdvel, estas for¢as devem estar proximas
ao equilibrio, entretanto, no implante instdvel, como ja explicado, a reabsor¢cdo ocorre em
maior grau com reparo fibroso subsequente, que ocupard a interface e impedird a
osteointegracdo a protese. Lavagem adequada dos leitos, tanto acetabular quanto femoral, pds
fresagem e correto posicionamento dos implantes sdo os meios de prevenir tais estimulos
inflamatdrios. A soltura asséptica costuma progredir assintomaticamente até a falha total do
implante, quando serdo percebidas claudicagdo e alteracdes no uso do membro (29).

A diferenciagdo radiografica entre soltura asséptica e séptica é um desafio, pois os sinais
radiograficos sdo semelhantes: dreas de radioluscéncia periprotéticas, ostedlise e
movimentacdo da prétese. A andlise radiogrifica sequencial pode contribuir para a
diferenciacao, ja que nos casos de infec¢ao os sinais evoluirdo mais rapidamente. Para se ter
parametros do individuo, é necessdrio um controle radiografico frequente. Comprovada a
inexisténcia de infec¢ao, as revisdes de proteses soltas assepticamente sa0 menos complexas e
bem sucedidas (30).

Luxagdo

O angulo de abertura lateral da cupula acetabular estd intimamente relacionado com a
ocorréncia de luxacao dorsal da prétese coxofemoral. Tal correlacdo € explicada pelo fato de
que o aumento deste angulo resulta em diminuicdo da cobertura dorsal da cabega femoral.
Entretanto, ha registros de artroplastias cujo angulo de abertura lateral da cuipula foi maior do
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que 60° sem ocorréncia de luxacdo, o que sugere que existem outros fatores determinantes da
reducdo articular, como a adequada tensao dos tecidos moles. Inadequagdo de tal tensdo pode
ser causada por comprimento erroneo do pescoco femoral, protese pequena para o cao ou
variacdo individual. H4 evidéncias de que apropriada recuperacdo dos tecidos moles
(formagdo de fibrose periarticular e recuperagao da atrofia muscular) pode compensar o mau
posicionamento acetabular, o que pode ser comprovado pelo fato de que a grande maioria das
luxagdes ocorre no periodo de reabilitacdo do cdo. Pacientes idosos com maior frouxidao das
estruturas capsulares e menos for¢a muscular estdo mais sujeitos a tal complica¢ido. Caes com
identificacdo do angulo de abertura lateral do acetdbulo maior que 60° na radiografia pds-
operatdria imediata devem ter o periodo de repouso prolongado (31).

Ja os riscos da luxacdo ventral incluem pescoco femoral curto e, impactos do mesmo
com a cupula, os quais podem ser predispostos por um baixo angulo de abertura lateral
acetabular e/ou ctpula subdimensionada para o animal. Influéncia da tensdo inadequada dos
tecidos moles também ¢é citada (22).

A luxacdo dorsal é mais prevalente que a ventral (4.7% x 1.8%); a primeira estd sob
total controle do cirurgido, que deve inserir a clipula com angulacdo lateral entre 35° e 45° e
realizar adequada reconstrucao dos tecidos moles (31). Como na luxag@o ventral ndo hd um
fator principal predisponente identificado, este controle trans-cirdrgico € dificultado. Ainda
assim, a revisdo da artroplastia com reposicionamento acetabular € majoritariamente bem
sucedida em ambas as situagdes (22).

Fratura do fémur

Fatores predisponentes para a ocorréncia de fratura do fémur que recebeu prétese
incluem osteopatias, cirurgias prévias em coxal e fissuras causadas durante o procedimento de
artroplastia. Trauma, carga excessiva e tor¢ao no periodo pés-cirdrgico também influenciam a
ocorréncia de tal complicacdo, o que corrobora a necessidade de repouso do animal.
Proprietarios de cdes idosos com baixa qualidade Ossea causada por grave doenga
degenerativa cronica ou demais osteopatias e de cdes jovens muito ativos devem ser
enfatizadamente orientados dos riscos cirirgicos e cuidados pods-operatorios de uma
artroplastia coxofemoral (32).

As fraturas podem ocorrer tanto no trans quanto no pds-operatorio, tardio ou imediato,
sendo no udltimo mais comum. As fraturas desenvolvem-se normalmente préximas a
extremidade distal da haste femoral e geralmente causam deslocamento da prétese, sendo o
afundamento mais comum (16).

As fissuras intraoperatdrias ocorrem principalmente durante a fresagem do canal
femoral ou colocagdo da haste. As fissuras podem se propagar e causar fraturas e, portanto
devem ter suas forcas neutralizadas através do uso de multiplas cerclagens completas, com
intervalos de 1 cm entre cada uma, abrangendo toda a fissura e ultrapassando pelo menos 1
cm da mesma. Quanto as fraturas femorais pds artroplastia total de quadril recomenda-se
estabilizacdo com o uso de placas e parafusos, associando-se fios de cerclagem quando
necessario. O progndstico é bom quando as fraturas sdo corretamente tratadas (32).

Neuropraxia do nervo isquidtico

Neuropraxia consiste em falha da condugdo nervosa decorrente de desmembramento da
mielina, que causa mudancas estruturais e perda parcial da continuidade axonal. Os sinais
clinicos incluem déficit da propriocep¢do consciente, déficit ou inabilidade de extensdo dos
digitos e diminuicdio da flexdo da articulagdo tibio-tarsica. As potenciais causas de
neuropraxia do cidtico apds uma artroplastia coxofemoral sdo: compressao mecanica do nervo
direta ou indiretamente, incis@o do nervo, lesdo térmica pela cimentagdo, aprisionamento no
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tecido periarticular (principalmente quando o grau de osteoartrose € elevado) e tensao
exacerbada durante a reducdo da nova articulacdo. A idade do animal (provavelmente pelo
maior grau de osteoartrose) e tempo cirtrgico elevado (pressupde-se que relacionado a maior
dificuldade cirdrgica) estdo significantemente associados a aumento da probabilidade de
neuropraxia isquidtica. Peso corporeo, grau de luxacao pré-cirdrgico e artroplastias de revisao
sdo varidveis dificultadoras que influenciam diretamente. Um estudo que avaliou 1000
artroplastias coxofemorais consecutivas, realizadas por um mesmo cirurgidao, revelou
frequéncia de 1,9% de neuropraxia do cidtico. Apesar do tempo de recuperacdo ser
imprevisivel e as vezes prolongado (entre 10 e 120 dias neste trabalho), a melhora total do
quadro de neuropraxia do nervo isquidtico em cdes ¢ comum (33).

Infarto do canal femoral

Um estudo retrospectivo realizado no Hospital Veterindrio da Universidade da Carolina
do Norte provou a ocorréncia de infarto do canal femoral em cdes apds artroplastia
coxofemoral. Foram diagnosticados 14% dos animais submetidos a artroplastia coxofemoral
em um periodo de 14 anos. A incidéncia em sistemas cimentados e ndo cimentados foi a
mesma. Nenhum dos animais apresentou sinais clinicos, apenas radioldgicos, entretanto tal
estudo mostra a importancia da afec¢do como diagndstico diferencial. A artéria nutricia € a
principal fonte de suprimento sanguineo para o canal femoral. A perfuragdo e fresagem do
canal medular, além da insercdo da haste femoral e técnica de cimentagdo podem lesar tal
artéria, causando isquemia e infarto medular subsequentes. Ossos longos imaturos possuem
fluxo intramedular predominante e fluxo periosteal como suprimento secunddrio, isso se
inverte quando os 0ssos maturam o que explica a maior predisposicdo de cdes mais novos a
sofrerem infarto intramedular. As altera¢des radiograficas iniciais sdo sutis e inespecificas,
podendo ser confundidas com infeccao ou neoplasia; porém, com o passar do tempo, ocorre
calcificagdo das margens do tecido dsseo infartado que forma uma imagem patognomonica de
infarto medular, chamada de “fumacga na chaminé” ou “fumaca de cigarro”. Uma alternativa
de diagndstico precoce € a realizacdo de ressonancia magnética. Nao ha relato de correlacdo
entre infarto do canal femoral e fratura do fémur ou falha do implante, porém h4 um relato de
desenvolvimento de osteossarcoma na drea do infarto medular causado por prétese total, 5
anos apés a cirurgia. E provado, tanto em humano quanto em cies, que a presenca de infarto
pode predispor ocorréncia de sarcomas, portanto aconselha-se regular reavaliacdo clinica e
radiogréfica em caes que apresentaram infarto medular apos a artroplastia coxofemoral (33).

Embolismo pulmonar

Embolismo pulmonar € definido como oclusdo de uma artéria pulmonar por um embolo
que se originou em um sitio distante da circulagao venosa. O aumento da pressao intramedular
do fémur é o principal fator patogénico de embolismo pulmonar durante artroplastias
coxofemorais. A ocorréncia desta afeccdo é predominante em sistemas cimentados, devido a
participacdo do polimetilmetacrilato como particula sujeita a embolemia, porém no sistema
ndo cimentado a prevaléncia de ar, gordura (principal causa), medula éssea e codgulos ndo é
menor. Lavagem meticulosa do canal femoral apés fresagem do mesmo € a principal medida
profilética (34).

O embolismo pulmonar apés as artroplastias coxofemorais em caes é subdiagnosticado,
pois a afeccdo é, na maioria das vezes, assintomdtica e com recuperagdo espontanea.
Entretanto, cies com funcao cardiopulmonar limitada e doengas metabdlicas que predispdem
o embolismo pulmonar, como hiperadrenocorticismo, devem receber maior atencdo dos
parametros respiratorios durante e apds as artroplastias. Fluidoterapia intra e pds-operatdria
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mantendo a normovolemia do animal auxilia a diminuir os efeitos, em curto prazo, do
embolismo (35).

Pés — operatoério

Atividade excessiva nas primeiras 8 a 12 semanas de pds-operatério deve ser evitada,
pois aumenta os riscos de complica¢des como luxagdo, fratura do fémur e comprometimento
da estabilidade dos implantes. Recomendam-se, portanto 4 a 8 semanas de restricio de
atividade seguidas por 4 semanas de caminhadas guiadas por coleira, progressivas, até o
retorno da atividade normal do cdo. Nesse periodo de atividade limitada, exercicios
controlados evitam a perda de densidade Ossea peri-implante e aceleram a remodelacao dssea,
a recuperacdo da forca muscular e do controle e coordenacdo neuromuscular, o que
proporciona maior protecao a articulacdo, principalmente em caes com atrofia muscular pré-
operatoria. Estes processos podem ser prolongados em cades idosos. Mesmo tendo o objetivo
de proporcionar estabilidade imediata com o intuito de permitir rdpido apoio de peso no
membro, carga excessiva no membro submetido a artroplastia provoca inibicio do
crescimento Osseo em direcio ao implante, pois se cria uma camada de membrana
fibrovascular entre o osso e a protese, comprometendo a fixacdo bioldgica do sistema.
Atividades na 4dgua mostram-se muito eficazes na reabilitacdo de pacientes submetidos a
artroplastia total de quadril (36).

COMENTARIOS FINAIS

Limitagdes e complicacdoes estdo presentes em qualquer técnica cirdrgica, as
relacionadas a artroplastia coxofemoral ndo competem com a indicacdo, viabilidade e alta
taxa sucesso do procedimento. O sistema nao cimentado nao foi desenvolvido com o intuito
de substituir o cimentado, mas sim para somar vantagens e reduzir as complicagdes da
técnica. Porém, existem situacdes em que o sistema ndao cimentado € contraindicado/nao
aconselhado. Outro fator a ser considerado € a disponibilidade financeira do proprietario do
cdo, que ainda € um importante limitante da realizacdo de artroplastia coxofemoral na
Medicina Veterindria, especialmente no Brasil. A curva de aprendizado para a técnica descrita
€ mais simples para aqueles cirurgides ja familiarizados com o sistema cimentado. Um
cirurgido veterinério apto a utilizar os dois sistemas mostra-se mais versdtil e preparado para a
rotina de artroplastias coxofemorais. O sucesso da artroplastia coxofemoral é fonte de
estimulo para o desenvolvimento de préteses para demais articulacdes, ratificado pelos
avangos dos implantes e técnicas para artroplastia de cotovelo e joelho em caes. A perspectiva
¢ de que o tratamento das osteoartroses graves em animais tenha futuro cada vez mais
promissor.
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CONSIDERACOES A RESPEITO DO POS-PARTO EM BOVINOS

Carolina Nogueira de Moraes'
Leandro Maia'

Fernanda da Cruz Landim-Alvarenga'
Eunice Oba'

RESUMO

O puerpério € conhecido como o periodo que se inicia apds o parto e persiste até o
restabelecimento da condi¢do de um animal ndo gestante. Compreendem na liberacao dos
restos placentdrios, involucdo uterina € mecanismos tais como contragdo uterina e digestao
enzimadtica contribuem para a correta execugdo desses processos. Sua duracdo é varidvel e
dependente de vdérios fatores tais como escore de condi¢do corporal (ECC), producdo leiteira,
nutri¢do, condi¢do uterina, entre outros. Tem-se também que para o estabelecimento de nova
prenhez, € necessario que ocorra o retorno a ciclicidade por meio do crescimento, maturacio e
ovulacdo de um foliculo e odcito sadios. Tal fato pode ser afetado pela presenca do bezerro,
amamentacdo e ECC em bovinos de corte e balanco energético, escore corporal, pari¢do,
estacdo do ano e doencas em bovinos de leite. Adicionalmente, é de extrema importancia a
caracteristica do utero para o restabelecimento do estado reprodutivo fisioldgico. Doencgas
uterinas podem afetar na liberagdo de substincias que podem ser responsaveis pelo
encurtamento ou prolongamento dos ciclos ovarianos, o que pode ocasionar perdas
econOmicas pelo fato de nao atingir-se o desejavel de produ¢do de um bezerro/vaca/ano.

Palavras-chave: doengas uterinas, bovinos, ciclicidade, puerpério
CONSIDERATIONS ABOUT THE POSTPARTUM IN CATTLE
ABSTRACT

The postpartum period is known as the period that begins after birth and persists until the
recovery of the condition of an animal that is not pregnant. They include the release of
placental membranes, the uterine involution and mechanisms such as uterine contraction and
enzymatic digestion contribute to the proper execution of these processes. Its duration is
variable and dependent on several factors such as body condition score (BCS), milk
production, nutrition, uterine condition, among others. It has also for the establishment of new
pregnancy, it is necessary the return to cyclicity through growth, maturation and ovulation of
a healthy follicle and oocyte. This can be affected by the presence of the calf, breast - feeding
and BCS in beef cattle and energy balance, body condition score, parity, season and disease in
dairy cattle. Additionally, it is extremely important the characteristic of the uterus for
restoration, reproductive physiology. Uterine diseases can affect the release of substances that
may be responsible for shortening or lengthening of ovarian cycles, which can cause
economic losses because of not achieving is desirable to produce a calf / cow / year.

Keywords: uterine diseases, cattle, cyclicity, puerperium
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CONSIDERACIONES SOBRE EL PERIODO DESPUES DEL PARTO EN EL
GANADO

RESUMEN

El puerperio es conocido como el periodo que se inicia después del parto y persiste hasta el
restablecimiento de la condicion de un animal no gestante. Comprende desde la liberacion de
los restos placentarios, involucién uterina y mecanismos tales como contraccion uterina y
digestion enzimdtica, que contribuyen para la correcta ejecucién de estos procesos. Su
duracion es variable y depende de varios factores, como condicién corporal (CC), produccion
lechera, nutricion, estado del ttero, entre otros. Para el restablecimiento de una nueva prefez,
es necesario que ocurra el retorno del ciclo estral por medio del crecimiento, maduracion y
ovulacién de un foliculo y oocito sanos. Esto puede ser afectado por la presencia del ternero,
amamantamiento y condicidén corporal en bovinos de corte y balance energético, condicidon
corporal, parto, estacion del afio y enfermedades en bovinos de leche. Adicionalmente, es de
extrema importancia la caracteristica del utero para el restablecimiento del estado
reproductivo fisiol6gico. Enfermedades uterinas pueden afectar la liberacidn de sustancias que
pueden ser responsables del acortamiento o prolongacién de los ciclos ovarianos, lo que
puede ocasionar perdidas econdmicas por el hecho de no alcanzar lo deseado de produccién
de 1 ternero/vaca/aio.

Palabras clave: enfermedad uterina, ganado, ciclicidad, puerperio
INTRODUCAO

O puerpério € o periodo que ocorre apds o parto e persiste até o restabelecimento da
condicdo normal de uma fémea ndo prenhe. Caracteriza-se pela ocorréncia de alteragdes
fisiol6gicas no tutero para prepard-lo para o recebimento de uma nova gestagao (1, 2).

Esse periodo abrange uma fase de inatividade ovariana e sexual previamente ao retorno
a ciclicidade. E varidvel e pode ser afetado por fatores tais como: 1- produgdo leiteira, 2 -
amamentagdo, 3 - nutricdo, 4 - escore de condicdo corporal (ECC) e 5 - condicdes uterinas
(3).

O retorno a ciclicidade pode ser tardio em decorréncia do balango energético negativo
(BEN), retencdo de placenta, infec¢Oes uterinas e distocia (4). Esse fato afeta a taxa de
concepcdo e consequentemente o intervalo entre partos (5).

O parto € considerado um periodo de alto risco devido as chances de danos fisicos, falha
na liberagao da placenta e contaminacdo bacteriana, sendo que a dltima gera maior impacto na
saude e produtividade animal (6).

O monitoramento do estado de saide da vaca, perda de condicdo corporal, além do
tratamento de distdrbios tanto infecciosos quanto metabdlicos no inicio da lactagdo podem
auxiliar no controle dos disturbios de fertilidade no periodo do pds-parto (7). Além do mais, o
manejo nutricional é importante para reduzir a incidéncia de retencdo de placenta, o que por
sua vez € um fator de risco para a endometrite (8).

E de extrema valia o correto manejo alimentar no pré-parto para manutencio de boa
condicd@o corpdrea ao parto (9), idealizando-se que seja mantido escores entre 2,75 a 3,00 no
parto (escala de 1 a 5) (8) com perda de menos de 0,5 unidade de escore corporal no pds-parto
(4). Isso ird prevenir o BEN prolongado e a ocorréncia de enfermidades metabdlicas (5).

Na opinido de Roche (8), a alta eficiéncia reprodutiva é dependente da involu¢do uterina
(dentro de 50 dias pds-parto), volta a ciclicidade, eficiéncia na deteccao do estro e altas taxas
de concepc¢do/servico. A reduzida efici€éncia reprodutiva pode diminuir a rentabilidade,
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aumentar os dias em aberto, intervalo entre partos, nimero de servigos/concep¢ao, gastos com
a reposicao de animais € mao de obra especializada (10).

Para maiores ganhos econdmicos, objetiva-se que a concepg¢ao ocorra antes dos 60 dias
poOs-parto (11) ou ainda dentro dos primeiros 85 dias pds-parto para idealizar-se o intervalo
entre partos de 12 meses (4). Causas fisiologicas, de manejo e o proprio sistema de exploracao
podem interferir nesse objetivo (11). Nesse sentido, o objetivo dessa revisdo € fazer
consideragdes acerca do puerpério em bovinos, relatando os aspectos fisiolégicos e os
principais problemas encontrados durante este periodo, que justifiquem o atraso ao retorno da
atividade reprodutiva.

REVISAO DE LITERATURA
Fisiologia do puerpério

Apdés o parto, para o estabelecimento de uma nova gestacao, € necessario que ocorra a
limpeza e involucdo uterina, acompanhadas do retorno a ciclicidade. Tais mecanismos devem
culminar no crescimento de um foliculo sauddvel com o desenvolvimento de um odcito
competente, demonstracdo de cio, ovulacdo, fertilizacdo e adesdo uterina por um embrido
viavel (7).

De acordo com Senger (12), cinco principais eventos estdo envolvidos no puerpério,
sendo eles: 1) contracdo miometrial; 2) expulsdao do léquio; 3) reparo endometrial; 4) retorno
das fungbes ovarianas e por fim 5) eliminacdo da contaminacdo bacteriana do trato
reprodutivo.

Conforme revisado por Emerick et al. (13), o puerpério pode ser dividido em trés
periodos: (1) periodo puerperal propriamente dito, que inicia-se apds liberacdo fetal e
continua até que a hipéfise adquira a capacidade de resposta ao hormodnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH); (2) periodo intermedidrio que comeca com o aumento da
sensibilidade da hipéfise perante os estimulos do GnRH, perdurando até a primeira ovulacao.
E nesta fase que a idade, estado nutricional, parto eutécico ou distécico, retencdo de placenta
e infeccdes puerperais podem interferir € aumentar o intervalo pari¢do-primeira ovulagdo, e
(3) periodo pos-ovulatorio o qual se inicia apds a primeira ovulagdo até completa involucdo
uterina.

Obstetricamente, o periodo puerperal pode ser dividido em duas etapas que incluem
eliminacdo das secundinas fetais ou delivramento e puerpério propriamente dito ou involugdo
uterina (2).

Delivramento

Este periodo vai do final do parto até a eliminacdo das membranas fetais. Ocorre devido
ao processo de contracdo do miométrio e perda da aderéncia placentaria. As contracdes
uterinas, responsaveis por facilitar a descarga de fluidos e debris do ttero por minimizar o
risco de hemorragia, reduzem-se gradativamente apds o parto, provocando diminui¢do no
tamanho das fibras musculares, reduzindo assim o tamanho uterino (2).

O cortisol, responsavel pelo inicio do processo de paricdo, induz a migragao das células
binucleadas da por¢ao fetal para a por¢do maternal da placenta. Tais células, que produzem
lactégenos placentdrios e proteina da gestacdo, ao realizarem a migracdo degranulam e
expressam os antigenos da classe MHC-1 ao entrarem em contato com o endométrio. Desta
forma, o sistema imune maternal acaba atacando e rejeitando o tecido placentario (14).

A separacdo plancetdria ocorre devido a resposta do sistema imune maternal e pela
producdo de fatores ativadores dos neutréfilos dentro do epitélio caruncular. Quando hd uma
completa maturacdo da unidade materno-fetal, caracterizada pela reducdo de células
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binucleadas, aumento de estrogeno e progesterona, hd estimulo para a queda de coldgeno
dentro do vilo coridnico, auxiliando na separacao da cartincula e do cotilédone (15).

A inadequada nutricdo durante o periodo seco e no pds-parto resulta em niveis
reduzidos de glicose, insulina, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), baixa
frequéncia nos pulsos de hormonio luteinizante (LH), com aumento de P hidroxi butirato,
acidos graxos ndo esterificados e triglicerideos. A mobilizacdo de lipideos e de reservas
protéicas pode ocasionar desordens metabdlicas tais como hipocalcemia, acidose, cetose,
esteatose hepdtica e deslocamento de abomaso. Essas condi¢des podem afetar a contratilidade
uterina, podendo contribuir para ocorréncia da retencdo de placenta e endometrite (8).

Para evitar a retencdo placentdria, observada em 2 a 5% dos animais de um rebanho, as
secundinas fetais devem ser eliminadas em até 12 horas, tendo em vista o rapido fechamento
da cérvix (2, 6, 8).

Involugdo uterina

A involucdo uterina envolve contracdo fisica, necrose e liberagdo das cartinculas, regeneracao
do endométrio e eliminagdo bacteriana (1, 6).

A involugdo uterina se dd em escala logaritmica com a principal mudanga ocorrendo
durante os primeiros dias do pds-parto (16). Tem a duracdo de cerca de 30 a 60 dias em
taurinos € 100 a 120 dias em zebuinos. Apds o parto, os lisossomos antes estdveis pela
presenca da progesterona liberam enzimas proteoliticas que digerem as células que se
proliferaram (2).

Seguida a separacdo do cotilédone fetal da cartincula materna ocorre vasoconstricdo e
inicio da necrose do tecido caruncular o qual apds cinco dias do parto comeca a perder a
organizacgdo e a integridade celular. Posteriormente ao destacamento da cartincula, inicia-se o
processo de reparacdo do local em que se encontrava e eventualmente cobertura do limen
uterino com o epitélio endometrial (12).

Acrescido ao tecido caruncular necrosado, restos dos fluidos fetais e sangue da ruptura
do corddo umbilical participam da formagdo do léquio (6), eliminado por até 30 dias. Nos
primeiros 2 ou 3 dias o léquio tem coloracdo sanguinolenta e torna-se posteriormente mais
claro (2). A quantia do 16quio liberada varia individualmente e quanto mais inodora e incolor
for, melhor o progndstico reprodutivo (16).

Em animais que amamentam e primiparas, a involug@o uterina é mais rdpida e apds
distocia, partos gemelares, reteng¢do placentdria e em animais pluriparas é mais lenta (2, 8).

Desenvolvimento folicular

Para que nova gestacdo ocorra, € necessario o crescimento de um foliculo sauddvel, com
um odcito competente, manifestagdo de estro, ovulagdo, fertilizacdo e implantacdo do embrido
(7).

Os fatores que afetam o ressurgimento da onda folicular no pds-parto incluem presenca
do bezerro, a amamenta¢do e o ECC em bovinos de corte. J4 em bovino de leite estes fatores
incluem: o balanco energético, ECC, paricdo, estacdo do ano e enfermidades, revisado por
Crowe (4).

Mesmo sendo possivel a indu¢do da ovulacdo no pds-parto, os efeitos do balango
energético negativo (BEN) associado a amamentacdo e caréncia nutricional apresentam-se
como o0s principais fatores determinantes da baixa fertilidade em animais criados
extensivamente (17). Isso ocorre, pois, em animais que amamentam, por exemplo, sob
influéncia da mamada, pode ocorrer a producdo de um foliculo de qualidade inferior e
consequente formacgao de corpo ldteo imaturo (13).
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Para que ocorra o retorno regular dos ciclos ovarianos € necessdria a recuperagdo do
eixo reprodutivo central (hipotdlamo e hipdfise). Os mecanismos que controlam o reinicio da
secrecdo de LH - que interfere no desenvolvimento folicular e ovulagdo - incluem
principalmente: 1) recuperacdo da hipoéfise dos efeitos da alta concentracdo de estradiol
produzido pela placenta; 2) condi¢do nutricional e 3) amamentacao (18).

A primeira ovulacdo em bovinos normalmente € silenciosa (sem sinais de estro) e
seguida por ciclo curto (70% dos animais). A anovulacdo do foliculo dominante da primeira
onda poés-parto € correlacionada a inconstancia dos pulsos de LH associada aos niveis

nutricionais (4).
Ciclos ovarianos

Os ciclos ovarianos no poés-parto podem ser classificados com base nos niveis de
progesterona no pés-parto de acordo com Shrestha et al. (9). Animais com ciclo normal:
ovulacdo antes de 45 dias pos-parto; anovulacdo ou ovulacdo tardia: auséncia da ovulacao
em mais de 45 dias; fase luteal prolongada: ovulacdo antes dos 45 dias, com um ou mais
ciclos com periodo luteal maior que 20 dias; fase luteal curta: ovulagao antes dos 45 dias,
com um ou mais ciclos com periodo luteal com menos de 10 dias, exceto para o primeiro
ciclo e por fim cessamento da ciclicidade: ovulacio em menos de 45 dias, com auséncia da
atividade luteal por no minimo 14 dias entre a primeira e segunda fase luteal.

Kafi e Mirzaei (10) definiram o retorno da atividade ovariana ciclica no pés-parto como
uma ovulacdo seguida de ciclo ovariano regular de 18-24 dias de duragdo. Em estudo,
atividade ciclica normal condizia com a ovulagdo ocorrendo antes dos 45 dias pds-parto e
atividade anormal caso a ovulacdo ndo ocorresse antes dos 45 dias, na ocorréncia de ciclos
ovarianos irregulares, ocorréncia da ovulacdo em menos de 45 dias acrescido das
classificagdes feitas por Shrestha et al. (9). Animais com essas alteragdes requerem mais
inseminacdes por concepg¢ao e mais dias em aberto. Além do mais, comprovou-se que a perda
de escore corporal é um fator determinante para a ocorréncia de ovulagdo tardia durante o
primeiro e segundo més pds-parto em bovinos de leite.

Em estudo com 150 taurinos lactantes com o propdsito de definir a porcentagem de
vacas em cada ciclo ovulatério, Shrestha et al. (9) constataram que apenas 42,9% dos animais
apresentaram ciclo ovariano normal enquanto 57,1% apresentaram ciclos anormais, sendo que
destes ultimos, com maior ocorréncia de fase luteal prolongada (35,2%), seguido de
anovulacdo (13,2%). De forma semelhante, Kafi e Mirzaei (10) observaram 45,8% de
animais com ciclo ovariano normal, e 54,2% de ciclos anormais com maior frequéncia de
ovulacdo tardia (35,6%) e fase luteal prolongada (10,1%).

Sendo a sindrome do ciclo estral curto um problema ao retorno da atividade ovariana
pOs parto, Ferreira et al. (19) avaliaram a dinamica folicular e intervalos de ciclo de curta
duracdo em fémeas da raca Gir. Desta forma, foi observada a primeira ovulacdo pds-parto
com no minimo 26 e maximo 104 dias e intervalo do parto ao primeiro cio fisiologico de 34
dias a 111 dias (minimo e maximo). O ciclo curto (entre 6 ¢ 12 dias) foi detectado em 86,6%
dos animais. A fisiologia nesses animais parece ser a mesma de fémeas de bovino de corte,
nos quais os ciclos curtos sdo observados em 50 % dos animais acompanhado de lise do corpo
luteo e posterior fase ldtea curta em detrimento da alta produgdo de prostaglandina pelo utero.

Principais fatores que afetam o retorno a ciclicidade

Em animais leiteiros, a demanda nutricional aumenta rapidamente apds o parto pela necessidade
de producio leiteira, resultando assim em BEN. Desta forma, hi mobilizacdo de tecido adiposo e
perda de condicd@o corporal, alterando assim a duracdo do puerpério e do periodo anovulatério. Esse
quadro retarda a primeira ovulagdo pela inibicdo dos pulsos de LH, baixa concentracido de glicose,
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IGF-1 e insulina e que em conjunto restringem a producdo de estrégeno pelo foliculo (20). Em
bovinos de corte o BEN nio tras consequéncias tdo marcantes, tendo em vista que a grande quantidade
de leite produzida pelos bovinos de leite ndo € condizente com a realidade produzida pelos bovinos de
corte (20, 21).

Sabe-se que o desenvolvimento folicular € dependente dos niveis de insulina, IGF-1,
leptina, 4cidos graxos ndo esterificados (AGNEs), hormdnio do crescimento (GH) ,
alimentacdo, anestro, entre outros (7, 22, 23). Também, a ovulacdo do foliculo dominante da
primeira onda pds-parto pode ser afetada pela baixa condicdo corporal, niveis de insulina,
IGF-1 e pulsos de LH (8).

Globalmente, evidencia-se reducdo da fertilidade em animais leiteiros de alta produgdo
em decorréncia de sua alta demanda para a produgdo leiteira. Esse fato, caracterizado como
multifatorial, provavelmente estd ligado a conflitos entre as necessidades metabdlicas e
reprodutivas (7).

Conforme revisado por Leroy et al. (7), a preferéncia para a mobilizacido energética ¢é
dada para manutencdo da progénie ao invés da atividade reprodutiva e para tal, uma série de
eventos priva o uso de nutrientes para producgdo leiteira. O tbere € beneficiado pela presenca
de moléculas transportadoras de glicose, ndo necessitando da insulina. Na tolerancia a glicose,
testes mostraram aumento nas concentragdes de AGNEs correlacionada com supressao
tempordria a funcdo pancredtica. Também, logo apds o parto, a hipoinsulinemia, suprime a
producdo do hormoénio IGF-1 pelo figado e juntamente com a baixa glicemia suprime a
secrecdo do GnRH. Isso aumenta a produ¢do do GH, que estimula a producdo leiteira, ativam
a gliconeogénese hepdtica e a lip6lise nos adipdcitos. Conjuntamente, as altas concentragdes
de AGNEs e de GH antagonizam a ac@o da insulina, aumentando a glicose disponivel para
producdo de lactose.

Os AGNEs acredita-se agirem nas células do foliculo ovariano, influenciando o
crescimento e desenvolvimento folicular (7). A respeito das concentracdes de IGF-1,
pressupode-se que se relacione com o crescimento do foliculo dominante da primeira onda pds-
parto e module a apoptose e funcionalidade de leucdcitos, auxiliando na limpeza uterina, e
que a insulina relaciona-se com a maturacio e ovulacdo desse foliculo (23, 24).

O BEN em bovinos de leite lactantes € caracterizado por reduzidos niveis plasmaticos
de glicose e insulina e elevados de GH. Durante esse periodo, o figado fica refratdrio ao GH e
ha diminuicao do IGF-1 (22), interferindo assim no crescimento folicular.

ApOs o parto, as concentracdes de hormonios esterdides reduzem a niveis basais e ha
aumento dos niveis plasméticos do hormdnio foliculo estimulante por volta do 3°- 5° dia, o
que induz a emergéncia da primeira onda folicular pés-parto ao redor do 7°-10°dia e selec@o
do foliculo dominante 10°-12° dias (4, 6). A maior secre¢do do estrégeno pelo foliculo em
crescimento e o aumento da insulina auxilia na maturacdo e ovulacdo (23).

A condicdo corporal no pds-parto influencia na ovulagdo, correlacionando assim um
bom escore corporal com a ocorréncia da ovulacdo (23). Conforme revisado por Crowe (4),
30 a 80% dos animais leiteiros em bom estado corpéreo ovulam na primeira onda pds-parto
(~15 dias), enquanto que animais de corte com bom estado corporal podem ovular na terceira
ou quarta onda e animais em ma condi¢do podem ovular apés a 10* onda.

Sabe-se que a ovulacdo e o comportamento de estro podem ser atrasados em detrimento da
amamentag¢do (3) prolongando o intervalo do parto ao préximo cio em vacas leiteiras (30 a 72 dias) e
de corte (46 a 104 dias) (2). Por quase meio século acreditou-se que a amamentacdo representava a
principal causa de anovulacdo no pds-parto. Entretanto, hoje se sabe que ndo apenas o fato da
amamentagdo, mas também a percepg¢ao visual, auditiva e olfatéria influenciam na produ¢do de GnRH
pelo hipotdlamo (12), reduzindo os niveis de LH. Segundo Lamb et al. (25), para que a amamentacio
interfira no anovulagdo, é necessério que a vaca primeiramente reconheca e crie lagcos com sua cria e
que a mesma mame pelo menos duas vezes ao dia. Adicionalmente, acredita-se que parte da agdo
inibitéria da amamentacio esteja também correlacionada com os opidides enddgenos, especialmente
as P endorfinas, os quais diminuem a pulsatilidade de GnRH e consequentemente de LH (26).

Moraes CN. et al. Consideracdes a respeito do pds-parto em bovinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 53-63.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 59

O anestro pds-parto é uma importante causa de ndo retorno a ciclicidade. A auséncia de pulsos
de GnRH, inadequada secre¢@o das gonadotrofinas e consequente inatividade ovariana caracterizam o
quadro de anestro (12). Esse quadro ocorre em virtude da incapacidade do foliculo dominante em
produzir estradiol suficiente para indu¢do da ovulacdo em detrimento da baixa frequéncia do pulso de
LH (8). Esse periodo € visto como um evento fisiolégico apds o parto, todavia torna-se patolégico
quando excede o tempo esperado (27), afetando a fertilidade pds-parto por aumentar o intervalo parto -
primeiro cio, reduzir a producdo de bezerro e consequentemente gerar perdas econdomicas (28, 29).

Enfermidades uterinas

Geralmente a contaminacdo uterina ocorre durante o parto e pode levar ao
desenvolvimento de infec¢des uterinas no pés-parto (30). Em bovinos leiteiros, por exemplo,
a diminuicdo na ingestdo alimentar no periodo pré-parto e o aumento da demanda energética
para producdo leiteira modificam o estado nutricional e imunoldgico, o que pode favorecer a
instalacdo de uma infeccdo uterina (31).

Sendo comum, cerca de 80-100% dos animais apresentam contamina¢do bacteriana
uterina nas primeiras duas semanas pos-parto € 40% dos animais continuam neste quadro por
mais uma semana. A contaminacao, que pode causar infec¢cdes uterinas dependendo do status
imunolégico do animal, pode ser originada pela presenca viral (Herpesvirus bovino tipo 4) e
bacteriana (Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes, Fusobacterium necrophorum,
Prevotella) (6, 24).

Os danos ao endométrio e a falha na atividade ovariana sdo as causas da infertilidade na
ocorréncia de doencas uterinas (6). Isso, pois, com ambiente uterino inadequado pode ocorrer
fase litea prolongada e falha na ovulagdo em virtude da infec¢do uterina prevenir e/ou
suprimir a liberacdo da prostaglandina pelo endométrio e seu transporte para o ovario. Desta
forma, os animais emprenham tardiamente (9) mostrando baixo desempenho reprodutivo.

Em bovinos de corte, a retencdo de placenta, metrite e endometrite consistem nas
principais afec¢des que cursam com grandes prejuizos economicos (32).

Abordagem diagndstica e terapéutica no puerpério

As enfermidades uterinas pés-parto podem ser classificadas com base na fase de
ocorréncia e sinais clinicos como: 1- metrite puerperal a qual é diagnosticada dentro de 21
dias, na presenca de descarga fétida vermelho amarronzada, aumentado uterino, sinais
sist€émicos e febre; 2- metrite clinica na qual a sintomatologia da metrite puerperal € presente,
mas na auséncia de sinais sistémicos; 3- endometrite clinica que aparece normalmente com a
cérvix aberta permitindo a drenagem de contetido uterino purulento (>50% de pus) por 21
dias ou mais, ou mucopurulento (50% de pus, 50% muco) apds 26 dias; 4- endometrite
subclinica presente na auséncia da clinica, com >18% (entre 21-33 dias) ou >10% (entre 34-
47 dias) de neutrdfilos na citologia e 5- piometra na qual, na presen¢a de um corpo liteo
persistente e cérvix fechada, hd o acimulo de material purulento no interior uterino.
Diferenciando-se a metrite e endometrite, tem-se que a primeira, considerada mais grave,
atinge camadas mais profundas uterinas, enquanto a segunda, sendo mais localizada, ndo (6).

As doencas podem ser diagnosticadas por: 1- andlise do muco vaginal, 2- vaginoscopia
(6) e 3- isolamento bacteriano que pode ser feito por swabs (mais pratico e barato) ou bidpsias
endometriais (24).

A andlise do muco vaginal € uma das abordagens mais importantes para o diagndstico
de enfermidades uterinas. Sabe-se que sua caracteristica no poés-parto reflete a carga
bacteriana uterina, sendo que a secrecao vaginal patoldgica reflete a densidade de crescimento
de bactérias especificas no utero (30, 33).
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De acordo com o estudo conduzido por Rocha et al. (34), evidenciou-se que ha redugao
no isolamento bacteriano do muco vaginal, sendo maior nas primeiras duas semanas, com o
decorrer do puerpério e que esses cultivos correlacionam-se com a microbiota uterina.

A abordagem terapéutica depende da infec¢do observada. Na endometrite e piometra, a
protaglandina pode ser utilizada associada com antibioticoterapia para estimular a
contratilidade, evitar o acimulo de contetddo intrauterino e provocar a lutedlise. Na metrite
puerperal, medicamentos que aumentem a contratilidade e a antibioticoterapia sist€mica,
quando hd comprometimento de outros sistemas, sdo indicados. Aconselha-se ainda, o
tratamento local com altas doses de oxitetraciclina (2-4 g/dia por 3-5dias), medicamento de
baixo custo, alta atividade antimicrobiana e boa efic4cia (35).

Em estudo, comparou-se a eficicia da administracdo de oxitetraciclina pela via
intrauterina e intramuscular. Evidenciou-se que ambas as vias de administracdo foram
eficazes, mas a intrauterina foi mais econdmica e efetiva em reduzir o intervalo do tratamento
ao primeiro estro e inseminacao (35). Entretanto, o uso de drogas irritantes como € o caso da
oxitetraciclina podem causar lesdes endometriais, além de se fazer necessario o descarte do
leite com residuos. Analisando-se por este lado, a via sistémica torna-se mais vantajosa (30).

CONSIDERACOES FINAIS

Objetivando-se a melhora na fertilidade dos animais, o conhecimento das alteracdes que
ocorrem no utero durante o parto e puerpério auxiliam no reconhecimento precoce de
anomalias que possam interferir no retorno a ciclicidade ovariana e restabelecimento da
funcdo uterina.

E importante ressaltar que é essencial para o aprimoramento da bovinocultura o
conhecimento dos mecanismos fisioldgicos, fisiopatolégicos e enddcrinos no puerpério, a fim
de se obter o répido retorno da atividade ovariana e, por sua vez a maximizac¢ao da produ¢do
mediante ao alcance do objetivo econdmico da explora¢do um parto/vaca/ano.
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RESUMO

Sepse, definida pela sindrome da resposta inflamatéria sist€émica (SRIS) secunddria a um
agente infeccioso, ¢ uma afec¢cdo comum em felinos e estd relacionada a altos indices de
morbidade e mortalidade nesta espécie. Suas principais causas em gatos sdo piotérax e
peritonite séptica. Devido as suas peculiaridades anatomofisiolégicas, os felinos reagem de
maneira singular a sepse, apresentando bradicardia, hipotensdo e hipotermia, sinais que
compdem a “triade da morte dos felinos”. Os principais mediadores inflamatérios da sepse
nesta espécie sdo TNF, IL-10, IL-6 e CXCL-8. O diagndstico de sepse ou sepse grave €
baseado principalmente nos achados clinicos. O tratamento desta sindrome na espécie felina
deve ser baseado na técnica de “Terapia guiada por metas” (Goal-directed-therapy), que
envolve o manejo e monitoramento intensivo da hemodindmica em pacientes de alto risco.
Embora a sepse cause altos indices de morbimortalidade em felinos, poucos estudos a cerca
de sua etiologia, fisiopatologia, alteracdes hemodinamicas e metabdlicas estdo disponiveis.
Maiores esfor¢cos da comunidade veterindria s@o necessdrios para a compreensdo desta
complexa sindrome em gatos, pelas suas peculiaridades e o aumento da casuistica destes
animais no Brasil nos dltimos tempos.

Palavras-chave: SRIS, gatos, choque séptico, fisiopatologia
SEPSIS IN CATS
ABSTRACT

Sepsis, defined as the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) due to an infectious
agent, is a common condition in cats and it is related to high morbidity and high mortality in
this specie. Its main causes are pyothorax and septic peritonitis in felines. Due to its
anatomical and physiological peculiarities, cats react uniquely to sepsis, presenting
bradycardia, hypotension and hypothermia, signs that compound the "Shock triad in cats."
The main inflammatory mediators of sepsis in this specie are TNF, IL-10, IL-6 and CXCL-8.
The diagnosis of sepsis or severe sepsis is mainly based on clinical findings. The treatment of
this syndrome in feline specie should be based on the “Goal-directed therapy”, wich involves
intensive monitoring and aggressive management of hemodynamics in patients at high risk.
Although sepsis causes high rates of morbidity and mortality in cats, few studies about the
etiology, pathophysiology, hemodynamic and metabolic changes are available. Greater efforts
are needed by the veterinary community to understand this complex syndrome in cats, due to
its peculiarities and due to its increase population in Brazil in the last times.

Keywords: SIRS, cats, septic shock, pathophysiology
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SEPSIS EN FELINOS
RESUMEN

La sepsis, definido como el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) secundario a
un agente infeccioso, es una condicién comin en gatos y se relaciona con una alta morbilidad
y mortalidad en esta especie. Sus causas principales son piotérax y peritonitis séptica. Debido
a su anatomia y peculiaridades fisiolgicas, los gatos reaccionan tnicamente a la sepsis, con
signos de bradicardia, hipotension e hipotermia, conocida como "triada de la muerte de los
gatos." Los principales mediadores inflamatorios de la sepsis en esta clase son el TNF, 1L-10,
IL-6 y 8-CXCL. El diagnéstico de la sepsis o sepsis severa se basa principalmente en los
hallazgos clinicos. El tratamiento de este sindrome en especies felinas se debe basar en la
técnica de "metas de la terapia guiada" (objetivo dirigido a la terapia), lo que implica un
manejo intensivo y el control de la hemodindmica en los pacientes de alto riesgo. A pesar de
la sepsis provocar altas tasas de mortalidad en los gatos, pocos estudios acerca de la etiologia,
fisiopatologia, hemodindmica y los cambios metabdlicos estdn disponibles. Se requieren
mayores esfuerzos de la comunidad veterinaria para entender este complejo sindrome en los
gatos, debido a sus peculiaridades y el aumento del tamafio de la muestra de estos animales en
Brasil en los dltimos tiempos.

Palabras clave: SRIS, gatos, shock séptico, fisiopatologia
INTRODUCAO

A Sepse, definida pela sindrome da resposta inflamatoéria sist€émica (SRIS) secunddria a
um agente infeccioso, ¢ uma afec¢cdo comum em felinos, e estd relacionada a altos indices de
morbidade e mortalidade (29% a 79%) nesta espécie (1). Peritonite séptica, abscessos
hepdticos, piotérax, bacteremia, pneumonia, endocartite, pielonefrite, piometra, pancreatite
séptica e meningite tem sido apontadas como causas de sepse em gatos (2, 3). Contracdo
esplénica ineficaz, pulmdes de menor complacéncia e mais sensiveis a hipoxemia, fibras
vagais associadas as simpdticas, reacdo adrenérgica débil e maior suscetibilidade a
hipotermia, sdo propriedades anatomofisioldgicas dos felinos, que conferem-lhes resposta
peculiar a sepse, quando comparada as demais espécies (4, 5).

O diagnéstico da sepse no paciente felino € desafiador, devido a singularidade e
inespecificidade de seus sinais clinicos nesta espécie. O seu reconhecimento precoce, aliado a
instituicao de antibidticos adequados e cuidados intensivos de suporte para a manutencdo da
perfusao tecidual, s@o referidos como componentes criticos da terapia, e de prognéstico (3).
Embora seja, sabidamente, uma importante causa de mortalidade em gatos, ha poucos estudos
a respeito da sepse em felinos (2, 4). Diante desta dificuldade, o presente estudo objetiva
revisar os aspectos da sepse na espécie felina, além de discutir as principais diferencas de sua
fisiopatologia em comparagdo as espécies humana e canina.

NOMENCLATURA E CONCEITOS ATUAIS

Sepse (putrefagcdo), na Grécia Antiga, referia-se a enfermidade ou morte (6). Apesar de
ha muito ser descrita na ciéncia médica, o conceito atual de sepse foi concebido somente em
1992, quando a ACCP (The American College of Chest Physicians) e SCCM (Society of
Critical Care Medicine) publicaram o consenso intitulado “Defini¢cdes de Sepse e Faléncia de
Orgios e Diretrizes para o Uso de Terapias Inovadoras na Sepse”, no qual denominaram sepse
como sindrome da resposta inflamatdria sist€mica secundaria a bactérias, virus, fungos ou
parasitos (7).
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A Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS), por sua vez, € a manifestacao
clinica da reagdo inflamatdria decorrente de eventos infecciosos (sepse) ou ndo infecciosos
(trauma, queimaduras, “heatstroke”, pancreatite, doencas imunomediadas) (8).

As manifestagdes clinicas previstas na SRIS sdo taquicardia ou bradicardia, taquipnéia,
febre ou hipotermia, leucocitose ou leucopenia (3). O paciente felino em SRIS apresenta, no
minimo, trés dos quatro pardmetros acima descritos, ou seja, temperatura retal acima de
39,7°C ou menor que 37,8°C; freqiiéncia cardiaca maior que 225 batimentos por minutos
(bpm) ou menor que 140 bpm; freqiiéncia respiratéria maior que 40 movimentos respiratorios
por minuto (mpm); leucocitose maior que 19.500/uL ou leucopenia abaixo de 5.000/uL (4).

Em 2001, a comunidade cientifica realizou um segundo consenso a cerca das defini¢cdes
em sepse. O reconhecimento da SRIS passou a ser realizado ndo somente com base nas
manifestacdes clinicas e parametros fisicos, mas em associacdo aos sinais bioldgicos de
inflamacdo, parametros hemodinamicos, sinais de alteracdo da perfusao tecidual e sinais de
disfuncdo organica. Criou-se entdo, o sistema PIRO (predisposicdo, infec¢do, resposta e
disfun¢ao organica) para estadiamento da sepse, que utiliza parametros clinicos e laboratoriais
para classificar o paciente, além de avaliar o risco e predizer o prognéstico, bem como
facilitar os estudos a partir de um grupo mais homogéneo de pacientes (9).

A predisposicdo a sepse relacionada a raca ou sexo, ndo foi verificada em felinos. No
entanto, em caes, racas como Rottweilers e Doberman, predispostas a parvovirose, possuem
leucdcitos mais reativos, apresentando maior resposta inflamatéria. Os gatos positivos para o
Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e para o Virus da Leucemia Felina (FeLV), ou que
estejam em quimioterapia, sdo predispostos a sepse. Infeccdes em felinos como piotorax,
peritonite séptica, endocardite, pielonefrite, osteomielite, piometra e trauma por mordedura
sdo as causas mais freqiientes de sepse (3). Felinos apresentam hipotermia, bradicardia,
hipotensdo, taquipnéia e anemia em resposta a sepse (4). A disfunc¢do organica mais evidente
em felinos € pulmonar, ao contrario dos caes, nos quais € gastrointestinal (3).

A disfun¢do organica, ou sindrome de disfun¢dao mudltipla de 6rgdos (SDMO) é
caracterizada pela presenca de alteracdo na fun¢do de 6rgdos num paciente com enfermidade
aguda de maneira tal que a homeostase ndo possa ser mantida sem interven¢ao médica (10).

A sepse grave € descrita como sepse associada a disfun¢do organica, hipoperfusdo ou
hipotensdo. O choque séptico refere-se a faléncia circulatéria aguda caracterizada por
hipotensao arterial persistente, refratdria a reposicao volumétrica por fluidos (4). A resposta
dos gatos ao choque séptico € diferente das demais espécies. Eles apresentam hipotensao,
bradicardia e hipotermia, sinais que caracterizam a “triade da morte dos felinos” (11).

FISIOPATOLOGIA

A Sepse € uma afec¢do comum nos pacientes felinos e tem sido associada a indices
significativos de morbidade e mortalidade nesta espécie. Ha poucos estudos sobre a
fisiopatologia desta sindrome em gatos (2).

Os principais fatores envolvidos na sepse sao os agentes etioldgicos e a resposta do
hospedeiro, a qual pode favorecer a progressao da sepse, caso haja presenca de superantigenos
e resisténcia a opsonizagdo, a fagocitose e aos antibidticos (12).

A fisiopatologia da sepse é complexa. Participam o sistema imune, os mecanismos
inflamatérios e a cascata de coagulacdo, com conseqiiente interferéncia na homeostasia. A
evolucdo da sepse ocorre em cinco fases, iniciada pela agressao local, causada por antigeno,
seguida da reacdo do hospedeiro. Posteriormente, ocorre a sistematiza¢do da inflamacao. O
predominio de mediadores pré-inflamatdrios ocasionam a SRIS e suas manifestacdes clinicas
caracteristicas. Esta, por sua vez, leva a ativacdo simultdnea de mecanismos compensatorios
de contrarregulacdo (CARS-Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome). Por fim,
ocorre a dissonancia imunoldgica, definida pelo desequilibrio entre os processos pré e
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antiinflamatérios. Este desequilibrio promove a progressio da resposta imunoldgica a
infecc¢ao, envolvendo desta forma, demais 6rgaos e tecidos saudaveis, o que pode culminar na
Sindrome da Disfuncao Miultipla de 6rgaos (SDMO) (13).

Resposta Imunoinflamatéria e Coagula¢ao

A resposta imunoldgica do hospedeiro a infeccao € uma associagdo entre a resposta
adquirida e a inata. A primeira estd relacionada diretamente com a memdria imunoldgica, isto
€, os receptores antigenos-especificos sdo criados a partir do contato com patégenos em
momentos anteriores. A imunidade inata, por sua vez, estd associada a resposta do hospedeiro
contra componentes moleculares especificos de patdégenos invasores, tais como os LPS
(lipopolissacarideos), peptideoglicanos, glicolipideos e RNA de virus (14).

Acredita-se que a resposta imune inata desempenhe papel fundamental na sinalizacdo da
inflamacg@o e, portanto, no inicio da reagdo imunoinflamatdria. Cerca de sessenta por cento dos
casos de sepse nas Unidades de Terapia Intensiva humanas sao causadas por bactérias gram-
negativas, as quais produzem endotoxinas (LPS). Uma proteina plasmatica especifica, LBP (LPS-
binding protein), associa-se a LPS, formando um complexo, e liga-se ao receptor de membrana de
células endoteliais, e de macréfagos, componentes da resposta imune inata. Inicia-se, entdo, a
transducdo de sinais inflamatérios intracelulares por intermédio de um mecanismo receptor
especifico: TLR (Toll-like receptor) (14). Os TLRs sdo atualmente reconhecidos como 0s
principais receptores das c€lulas do sistema imune inato para patégenos microbianos.
Recentemente também foram encontrados em vdrios 6rgaos, a exemplo dos rins. A distribuicdo
celular e o papel dessas proteinas ainda sao pouco conhecidos, mesmo em medicina (15).

Uma vez iniciada a resposta inflamatéria, o endotélio vascular desempenha papel
fundamental, dirigindo os elementos celulares, especialmente os leucdcitos, para o sitio da
infeccdo (14). Os leucdcitos, juntamente as células residentes, liberam citocinas, tais como a
interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF-a), a IL-8 e quimiocinas, que por sua
vez, promovem o recrutamento de mais leucécitos para o sitio inflamatério, bem como sua
ativacdo, com conseqiiente aumento da atividade microbicida (16). As citocinas,
glicoproteinas soluveis de baixo peso molecular, sdo elementos chave na resposta inflamatoria
da sepse. Elas sdo reguladas por mediadores pré e antiinflamatérios (17).

O TNF-a é um mediador produzido na fase inicial da resposta inflamatéria em resposta
a varios estimulos. Esta citocina ativa a cascata de inflamagdo, promovendo permeabilidade
das células endoteliais, liberacdo de neutréfilos pela medula déssea, apoptose linfocitéria,
reducdo das proteinas de fase aguda e pirexia. Em estudo realizado em felinos sépticos, a
endotoxina LPS induziu a producdo de TNF. No entanto, a concentragdo plasmatica desta
citocina ndo foi relacionada a um progndstico ruim nesta espécie, ao contrario dos caes com
parvovirose, cuja concentracdo de TNF estd relacionada a mortalidade (1). Em humanos, a
reducdo dos niveis séricos de TNF-a estd associado ao aumento da sobrevida no choque
séptico. Esta citocina, e a IL-1 B, estimulam a liberacdo sist€émica de IL-6 e IL-8,
amplificando, desse modo, a resposta inflamatéria (17). Gatos sépticos possuem maior
producdo de IL-1 B do que aqueles com SRIS ou sauddveis. A atividade plasmadtica desta
interleucina estd associada a mortalidade em felinos e, portanto, a um progndstico
desfavordvel. Desta forma a interleucina IL-1  deve ser avaliada como um biomarcador de
sepse nesta espécie (1). A IL-8 € um potente agente quimiotaxico e ativador de neutrofilos,
capaz de ampliar a resposta inflamatéria pela inducdo da liberacdo de radicais livres e
enzimas proteoliticas. No foco infeccioso, a IL-8 leva ao recrutamento de neutréfilos para o
local, contribuindo para a elimina¢do dos micro-organismos (16).

Em felinos, a endotoxina LPS além de induzir a produ¢do de TNF, também acarretou
o aumento dos mediadores proinflamatérios IL-10, IL-6 e CXCL-8. Estas duas ultimas sdo
mediadores inflamatdrios tardios na sepse e sdo produzidos em resposta aos mediadores
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iniciais, como TNF-a e IL-1 B, e as LPSs, podendo persistir no plasma por longos periodos. A
IL-6 ainda estd envolvida nas manifestacdes clinicas da sepse, como pirexia, producdo de
imunoglobulinas pelos linfocitos B, disfungdo na barreira gastrointestinal e alteracao
homeostatica (2). Além disto, esta interleucina promove a reprogramacdo da expressdo génica
hepatica, a chamada “resposta de fase aguda”, caracterizada pela produgdo de proteinas de
fase aguda como a proteina C reativa e a supressdao das proteinas negativas de fase aguda,
como a albumina (12).

O aumento na concentracdo sérica deste mediador estd relacionado a um progndstico
ruim tanto em felinos, quanto em caninos sépticos, no entanto, maiores estudos sao
necessarios para realmente determinar se a IL-6 pode funcionar como um biomarcador para
sepse em gato (1). O principal papel da quimiocina CXCL-8 ¢é recrutar e ativar neutréfilos.
Altas concentragdes séricas deste mediador, e também da IL-6, estdo relacionados com um
progndstico ruim em humanos sépticos. Em felinos, entretanto, ndo € conclusivo que esta
quimiocina possa ser utilizada como um biomarcador progndstico, sendo necessarios maiores
estudos (1).

O 6xido nitrico (NO) estd presente, normalmente, no miocardio e no endotélio vascular.
Ele ¢ gerado pela enzima NO sintetase constitutiva. A exposicdo a endotoxina
lipopolissacéridea (LPS) ou ao mediador TNF leva a inducio da isoforma célcio-independente
NO sintetase, denominada NO sintetase induzida, a qual promove producdo intensa de NO,
contribuindo assim para a vasodilatacao e resisténcia aos vasoconstritores do choque séptico.
A endotoxina também induz sintese de NO no musculo liso venoso, além do miocardio,
contribuindo para a diminui¢do do retorno venoso e disfuncdo do miocardio 6. Além de causar
depressao miocdardica, o NO também pode ocasionar injdrias pulmonares pela formacdo de
peroxinitrito, um agente oxidante, por estimulo de mediadores inflamatdrios; efeitos ndo
oxidantes do NO podem levar a lesdo pulmonar aguda. No intestino, em condi¢des
inflamatdrias, a superprodugdo de NO leva a lesdo da mucosa, hiperemia e quebra da barreira,
propiciando a translocacdo bacteriana. Desta maneira o processo séptico pode se iniciar ou
perpetuar-se (18).

Dentre as citocinas antiinflamatérias, a IL-10 inibe a liberacio dos mediadores
préinflamatorios, como IL-1b, IL-6 e TNF-a, a partir de mondcitos/macréfagos, impedindo
desta forma, possiveis danos teciduais. A IL-10 induz a producdo de outras citocinas
antiinflamatérias, a exemplo do IL-Ira, receptor antagonista da IL-1, mediador
préinflamatério. Estudos vem apontando o uso da IL-10 como uma alternativa na terapia
contra a sepse (17).

Além das citocinas, os mediadores lipidicos, (prostaglandinas, fator de ativacdo
plaquetdrio e leucotrienos) e os componentes plasmaticos (cininas, fatores da coagulacdo e
complemento) também participam da fisiopatologia da sepse (16).

As prostaglandinas (PGs) promovem vasodilatagdo em resposta a hipdxia (19); o fator
de ativacdo plaquetdrio € um potente vasodilatador na maioria dos vasos, mas causa
vasoconstri¢do nos vasos pulmonares, renais e corondrios. Outros efeitos incluem: aumento da
permeabilidade vascular, estimulo a agregacao plaquetdria, ativagdo da liberacao de histamina
e serotonina, promo¢do da agregacdo neutrofilica e sua degranulacdo, hipotensao e depressdao
miocdrdica; o 4cido araquidonico € liberado dos fosfolipideos celulares e participa da via da
ciclooxigenase ou da via da lipooxigenase, resultando na formacdo de prostagladinas e
tromboxano, ou leucotrienos, respectivamente (20). O fator XII (fator de Hageman) é ativado
por endotoxinas, e desencadeia a cascata de coagulacdo, com conseqiiente hipoxia tecidual e
liberacdo de prostaglandinas, as quais amplificam o processo inflamatério. O fator XII
também ativa a cascata das cininas que contribuem para a génese dos sinais da inflamacao.
Este mesmo fator ainda é capaz de acionar o sistema fibrinolitico, responsavel por manter a
balanca homeostética “coagulacdo-fibrindlise”, pela ativacdo da plasmina tecidual (AP-t),
numa tentativa de impedir danos maiores aos tecidos (19).
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A endotoxina, entre outros mediadores proinflamatérios, como fator de necrose tumoral
(TNF-a), lipoproteinas e fator de crescimento, podem estimular a expressdo de outro fator,
denominado fator III ou fator tecidual, nas células endoteliais € nos mondcitos circulantes.
Sua liberacdo intravascular é o mecanismo primdrio da inflamacgdo, indutor da cascata de
coagulacdo (21). Em felinos, a endotoxina LPS ndo esta associada as alteragdes de coagulacdo
(2).

O fator tecidual, em evidéncia nos quadros de sepse, € o principal inibidor da formagao
de trombina, tanto em condig¢des fisiologicas, como patolégicas. A anti-trombina III € uma
protease inibidora, produzida no figado e encontrada no plasma, € em menor propor¢ao, na
superficie das células endoteliais e plaquetas. Sua reducdo em humanos e animais em sepse
esta correlacionada a morbidade e menor sobrevida (21).

A inflamacao aguda, tal qual € vista na sepse, acarreta a ativacdo sistémica da cascata de
coagulacdo e pode ocasionar coagulagcdo intravascular disseminada (CID), na qual ocorre
oclusdo dos vasos sanguineos devido a formacdo de trombos; acredita-se que esta condi¢dao
esteja relacionada a Sindrome da Disfuncio Multipla de Orgdos (SDMO). A ativacdo
persistente do sistema de coagulacdo pode levar ao consumo de plaquetas e de fatores de
coagulacdo. O aumento da ativacdo destes fatores promove efeitos préinflamatérios, como
aumento das citocinas e ativacdo dos leucécitos, da mesma forma que a ativacdo de fatores
anti-coagulantes leva a efeitos antiinflamatérios, incluindo a reducdo de citocinas e menor
adesdo leucocitaria (21).

A coagulacdo intravascular disseminada (CID) acarreta um estado protrombdético, mas,
devido ao consumo dos fatores de coagulacio e de plaquetas, o paciente apresenta
simultaneamente tendéncias hemorrégicas (21). Sepse e SRIS sao as causas mais comuns de
coagulacdo intravascular disseminada (CID) em cdes e humanos (22). No entanto, em felinos,
¢ o linfoma. Outras causas menos freqiientes nesta espécie incluem carcinoma, pancreatite,
sepse e enfermidades infecciosas. Em gatos, CID estd associada a altos indices de mortalidade
(23).

Alteracdes Metabélicas e Sindrome de Disfunciio Miiltipla de Orgéos (SDMO)

A Sindrome de Disfungio Miiltipla de Orgdos (SDMO) é caracterizada pela faléncia de
dois ou mais 6rgdos, com consequente incapacidade da manutencdo da homeostase, sem
intervencao médica (24).

Os mecanismos precisos que levam a disfungdo organica na sepse ndo estdo
completamente elucidados, e podem ser classificados em sistémicos e 6rgao-especificos (12).

Entre os mecanismos sist€émicos destacam-se as alteracdes na funcdo vascular e no
metabolismo da glicose. A funcdo vascular é afetada pela combinacdo de inimeros fatores,
como hipovolemia e vasoplegia, os quais, por sua vez, sdo influenciados principalmente pela
producgdo excessiva de 6xido nitrico, ativacdo dos canais de potéssio e alteracdes nos niveis de
hormonios, como a vasopressina e o cortisol (12). O cortisol € liberado pela estimulagdao do
eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) em situacdes estressantes ao organismo, como na
sepse, e exerce efeitos cardiovasculares sobre a pressdo arterial, ao aumentar a sintese e
expressao de receptores adrenérgicos; imunoldgicos, pela produgdo de citocinas e mediadores
antiinflamatorios; metabdlicos, tais como hiperglicemia, ao estimular a gliconeogénese
hepdtica, ao inibir a utilizagao periférica de glicose, ao promover lip6lise e ao induzir a
resisténcia insulinica (13).

O comprometimento da sintese e liberagao do cortisol, ou/e a resisténcia periférica aos
seus efeitos é atualmente denominada CIRCI (Critical Illness—Related Corticosteroid
Insufficiency) (13) e ocorre em felinos sépticos ou com SRIS secundéria a trauma (25). A
falha do organismo em responder adequadamente ao estresse indica injiria no eixo
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hipotdlamo-hipéfise-adrenal, o que pode comprometer a capacidade do paciente em lidar com
a enfermidade, neste caso, sepse (26).

Alteragdes metabdlicas, como hiperglicemia e hiperlactatemia, estdo relacionadas a
sepse em felinos, causada por endotoxina LPS (2). No paciente critico, a hiperglicemia é
causada pela ativacdo do eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal que aumenta a producdo hepética
de glicose e inibe a captacdo de glicose mediada pela insulina para o musculo esquelético
(27). A hiperlactatemia € decorrente da oferta inadequada de oxigénio aos tecidos devido a
queda do fluxo sanguineo nos capilares e da reduc@o do débito cardiaco, o que contribui para
o aumento do metabolismo anaerébico (12). Em gatos, a concentracdo sérica de lactato é de
1,2 a 3,7 mmol/L (28).

Quanto aos mecanismos Orgdo-especificos, o sistema cardiovascular ¢ um dos mais
afetados na sepse grave e no choque séptico, devido a depressao miocdrdica pelo efeito das
citocinas, 6xido nitrico, entre outros (12). Os pulmdes sdo envolvidos precocemente no
processo inflamatério que ocorre na sepse, especialmente em felinos (2). Nesta espécie, sepse
grave tem sido associada a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) em
achados de necropsia (29). Desta forma, pode-se dizer que os pulmdes sdao considerados o
“6rgao do choque em gatos”, ao contrdrio dos caes, que apresentam primariamente lesdo em
trato gastrointestinal. Os felinos em sepse sdo particularmente sensiveis a sobrecarga de
volume, ao edema pulmonar e a efusdo pleural. O comprometimento pulmonar esta associado
ao aumento da permeabilidade vascular, a disfuncdo miocédrdica e a reducdo da pressao
oncética devido a hipoalbuminemia (3).

O sistema hepatoesplénico pode ser acometido diretamente, podendo ainda afetar outros
sistemas a distancia, pela producao hepatica das proteinas de fase aguda. Os achados clinicos
de disfun¢@o hepdtica ocorrem tardiamente na sepse, € quando presentes sdo indicativos de
mau progndstico (12). A avaliagdo histopatoldgica de felinos com sepse ocasionada por
endotoxina LPS revela necrose hepatica centrolobular (2).

A hipoperfusdo renal e a lesdo inflamatéria na sepse resultam em isquemia e disfungao
tubular renal. Ocorre oliguria progressiva, com queda da taxa de filtracdo glomerular, com
conseqiiente elevacdo de creatinina. A instalagdo do quadro de insuficiéncia renal aumenta
muito a morbimortalidade (30).

O cérebro € sensivel a presenca dos micro-organismos e a inflamacdo. O sistema
nervoso simpdtico e a via antiinflamatéria colinérgica afetam outros 6rgdos e sistemas pela
estimulagdo neuroendécrina (12).

DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico de sepse ou sepse grave é baseado principalmente nos achados clinicos
(4). Os sinais clinicos cldssicos descritos na fase inicial da sepse, denominada hiperdinamica,
sdo0: taquicardia, febre e mucosas congestas. A fase tardia, ou hipodinamica, € caracterizada
por vasoconstricdo, mucosas hipocoradas, tempo de preenchimento capilar prolongado e
deficit de pulso, e € a mais frequentemente observada nos felinos em sepse (4). Os gatos
também apresentam resposta clinica peculiar ao choque séptico, apresentando hipotensao,
bradicardia e hipotermia, sinais que caracterizam a “triade da morte dos felinos” (11).

A bradicardia ocorre porque, na maioria das espécies, a queda no débito cardiaco é
compensada pela taquicardia pela ativagdo simpadtica, via barorreceptores; nos felinos, no
entanto, quando os barorreceptores detectam estiramento arterial inadequados, tanto as fibras
vagais como as simpdticas sdo estimuladas simultaneamente. Uma vez que o débito cardiaco
depende de fatores como freqiiéncia cardiaca e contratilidade, o mecanismo compensatério do
choque € bloqueado. Felinos hipotérmicos, com a temperatura retal abaixo de 34°C, possuem
o centro termorregulatdrio ineficiente, e desta forma, os mecanismos para geragdo de calor
nao ocorrem, a exemplo da vasoconstricdo periférica, que € substituida pela vasodilatacdo, o
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que implica na continua “perda” de calor. A taxa metabdlica reduzida, leva ao
comprometimento ainda maior da producdo de calor pelos mecanismos endégenos celulares.
A hipotermia grave também deprime o SNC, de forma que o hipotdlamo fica insensivel a
queda da temperatura. Quando esta fica abaixo de 31°C, a termorregulacao € completamente
afetada. A acidose metabdlica decorrente da hipotermia interfere na fungdo miocardica. Em
felinos hipotérmicos, a reacdo adrenérgica € insuficiente, pois ocorre redu¢do da resposta dos
receptores alfa 1 devido as mudancas em sua conformacao a baixas temperaturas. A liberagdo
de catecolaminas €, entdo, reduzida, comprometendo assim a contratilidade, além de acarretar
vasodilatacdo. A vasodilatagdo associada a bradicardia resultard em hipotensdo, que por sua
vez agravard ainda mais a bradicardia e a hipotermia (31).

Além das manifestacdes clinicas, o diagndstico de sepse ou sepse grave também pode
ser realizado por meio de andlises hematoldgicas e mensuragdo da concentracdo sérica de
endotoxinas. Quanto as alteragdes laboratoriais esperadas em felinos com sepse, a anemia €
um achado comum relacionado as doencas inflamatérias nesta espécie. A ictericia pode
ocorrer e provavelmente se deve a hemolise (4). Também se verifica neutrofilia, eosinopenia,
hiponatremia, hipocloremia, hipocalcemia e hiperbilirruminemia (1). A hipoalbuminemia
ocorre devido a permeabilidade vascular e 8 mudanga nas vias de sintese hepatica, em funcao
das proteinas de fase aguda (4). Leucocitose com desvio a esquerda e alteragdes de
coagulacdo, como elevagdao no tempo de protrombina, também sdo alteracdes previstas nos
felinos em sepse. Dosagens plasméticas de TNF, IL-10, IL-6 e CXCL-8 podem ser utilizadas
para o diagnostico da sepse em gatos, além de possuirem valor progndstico nesta espécie (25).

Para o tratamento da sepse em felinos, deve-se considerar a “terapia guiada por metas”
(goal-directed-therapy), que envolve o manejo e monitoramento intensivo da hemodinamica
em pacientes de alto risco (32). Os gatos que permanecem hipotensos mesmo apds reposicao
volémica e estabiliza¢do da temperatura, podem necessitar de administracdo de catecolaminas
exdgenas. O farmaco de primeira escolha neste caso € a dopamina (2,5 a 15 pg/kg/min, IV). A
dobutamina também exerce efeito inotrépico e cronotropico positivo, melhora o débito
cardiaco e a oferta de oxigénio, porém, felinos mantidos em infusdo continua (2 a 20
pg/kg/min, IV) com este vasopressor por mais de 24 horas, devem ser monitorados de perto
devido ao risco de convulsdes. Naqueles arresponsivos a terapia com dopamina ou
dobutamina, noradrenalina (0,1 a 3 pg/kg/min, IV) deve ser considerada (3). Em humanos,
recomenda-se o uso da vasopresssina (0,03 unidades/min). Indica-se também a utilizacao da
hidrocortisona no choque séptico quando ha hipotensao refratdria a reposi¢do de fluido e a
vasopressores. A dose maxima recomendada é de 300 mg/dia (33).

A suplementacdo de oxigénio em felinos pode ser feita por meio de gaiolas ou mascaras
(3) (Figura 1), porém, em casos severos, faz-se necessario a ventilacio com pressdo positiva
(Figura 2).

Chacar FC. et al. Sepse em Felinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1):64-76.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 72

- = o [k "
Figura 1. Felino, SRD, 10 anos, em choque séptico recebendo oxigenoterapia com auxilio de
mascara.

Figura 2. Felino, SRD, 10 anos, em choque séptico recebendo oxigenoterapia com auxilio de
ambu.

Nestes casos, a intervengdo precoce € o ideal, evitando assim, que o animal fique
agbnico. Felinos em sepse podem desenvolver edema pulmonar e efusdo pleural, e a
auscultacdo crepitante sé € percebida quando o edema € grave (34).

Felinos em sepse podem apresentar coagulopatia. A transfusdo sanguinea promove
melhor oxigenacdo dos tecidos, além de repor fatores de coagulacdo e fornecer suporte
coloidal, devendo ser considerada nesta espécie quando houver sinais de hipoxia e
hematdcrito <20%. A administragao de plasma € indicada em gatos com tempo de coagulagdo
aumentado (3). As particularidades da espécie felina devem ser sempre lembradas ao instituir
a terapia transfusional, visto o risco de reacdes potencialmente fatais em gatos, mesmo
durante a primeira transfusao (35).

Um componente critico da terapia do paciente felino séptico € a eliminacdo do foco
infeccioso. A administra¢do intravenosa de antibidticos de amplo espectro é indicada até a
obtencao dos resultados da cultura e antibiograma (3). Em medicina veterindria sio comuns as
associacdes entre enrofloxacina e ampicilina, ou o uso de cefalosporinas de primeira, segunda
e terceira geracdo. Metronidazol ou clindamicina podem ser adicionados para o espectro
anaerdbico (32). Deve-se atentar para a administracdo parenteral de enrofloxacina, pois em
felinos, este antibidtico pode causar degeneracao da retina, levando a cegueira (36).
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SEPSE: O QUE HA DE NOVO?

As diretrizes para a sepse e choque séptico, publicadas em 2008 (“Surviving Sepsis
Campaign: International guidelines for management of severe sepsis and septic shock”),
foram revisadas recentemente pelo Instituto Latino Americano da Sepse, mantendo-se o
sistema “GRADE” para graduagdo da qualidade da evidéncia e poder da recomendacgdo. Este
sistema classifica as recomendacdes terapéuticas em ‘“forte”, aplicadas a maioria dos
pacientes, e “fraca”, as quais devem ser sugeridas considerando-se circunstancias individuais
dos pacientes (Campanha Sobrevivendo a Sepse, diretrizes atualizadas, Instituto Latino
Americano da Sepse) (37).

Desta forma, em medicina, segundo o Instituto Latino Americano da Sepse, as
recomendacdes terap€uticas fortes atuais sdo: mensuracido do lactato, realizacdo de culturas,
antibioticoterapia intravenosa, controle do foco infeccioso e reanimagdo inicial, por meio da
reposicdo volémica e drogas vasoativas. Todas estas medidas devem ser tomadas nas
primeiras 6 horas apds o diagndstico de sepse, baseando-se na terapia guiada por metas (37).

Especialmente quanto a reposicdo volémica, recomenda-se o uso de cristaldides e
coloides, naturais ou artificiais, ndo havendo evidéncia favordvel a um tipo especifico de
fluido, inclusive a terapia vasopressora pode ser indicada para manter a perfusdo nos casos de
hipotensdo grave, mesmo no decorrer da ressuscitacdo volémica. Os vasopressores de
primeira escolha no choque séptico sdo a norepinefrina ou dopamina, e esta ndo deve ser
utilizada em dose baixa objetivando-se efeito renoprotetor (37).

O manejo do paciente em sepse no periodo de manutengao, isto €, das 6 as 24 horas pds-
diagnéstico, compreende insulinoterapia para o controle de hiperglicemia em pacientes com
sepse grave/choque séptico (recomendagdo forte), estratégia de ventilagio mecanica com
volume corrente limitado para pacientes com LPA (lesdo pulmonar aguda)/SDRS (sindrome
do desconforto respiratdrio sistémico) (recomendacgdo forte) e o uso de baixa dosagem de
corticoide (recomendacdo fraca) (37).

Em estudos realizados com felinos sépticos ndo observou-se insuficiencia adrenal
relativa, ou seja, CIRCI, portanto, atualmente em medicina veterindria, ndo h4 recomendagao
para o emprego de corticoterapia em pacientes com choque séptico (38).

CONSIDERACOES FINAIS

A sepse ainda € a maior causa de morte em unidades de terapia intensiva humanas. Em
medicina veterinaria, também se verificam altos indices de morbimortalidade, no entanto,
poucos estudos se dedicam a sua compreensdo em animais. A extrapolacdo dos dados obtidos
da medicina muitas vezes nao condiz com a realidade dos pacientes veterindrios de diferentes
espécies, dentre elas, a felina.

Os gatos possuem particularidades anatomofisiolégicas que lhes conferem resposta
clinica singular a sepse, apresentando-se frequentemente em estado hipodindmico,
caracterizado principalmente por bradicardia, hipotermia e hipotensdo, ao contrdrio dos
caninos, e inclusive, dos humanos, os quais manifestam febre, taquicardia, mucosas congestas
e rdpido tempo de preenchimento capilar, sinais da fase cldssica hiperdinamica da sepse. O
diagnodstico da sepse em felinos pode ser desafiador e exige do clinico veterindrio o
conhecimento a cerca desta sindrome e seus respectivos efeitos nesta espécie. O
reconhecimento precoce da sepse possibilita a instituicdo prévia de antibidticos e cuidados
intensivos para a manutencao da perfusdo, o que tem sido apontado como componente critico
da terapia.

Espera-se que maiores estudos sobre sepse sejam realizados, inclusive na espécie felina,
a fim de se compreender mais claramente os mecanismos desta complexa sindrome e reduzir
seus indices de mortalidade.

Chacar FC. et al. Sepse em Felinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1):64-76.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 74

REFERENCIAS

1.

3.

Declue AE, Williams KJ, Sharp C, Haak C, Lechner E, Reinero CR. Systemic response to
low-dose endotoxin infusion in cats. Vet Immunol Immunopathol. 2009;132:167-74.

. Declue AE, Delgado C, Chang C, Sharp CR. Clinical and immunologic assessment of

sepsis and the systemic inflammatory response syndrome in cats. J Am Vet Med Assoc.
2011;7:890-7.

Otto CM. A fresh look at identifying sepsis in cats [Internet]. 2012 [cited 2012 Jul 09].
Available from:

http://veterinarymedicine.dvm360/vetmed/ArticlesStandard/Article/detail/685811

4.

10

11.

12.

13.

14.

Brady CA, Otto CM, Van Winkle TJ, King LG. Severe sepsis in cats: 29 cases (1986—
1998).J Am Vet Med Assoc. 2000;4:531-5.

. Rabelo RC. Fluidoterapia no paciente felino grave. Anais do 29° Congresso Brasileiro da

Anclivepa; Macei6. Macei6: Anclivepa; 2008. p.1-4.

Salles MJC, Sprovieri SRS, Bedrikow R, Pereira AC, Cardenuto PRC, Azevedo TM, et al.
Sindrome da resposta inflamatdria sist€émica/sepse - revisao e estudo da terminologia e
fisiopatologia. Rev Assoc Med Bras. 1999;1:86-92.

Bone RC, Balk RA, Cerra FB, Dellinger RP, Fein AM, Knaus WA, et al. Definitions for
sepsis and organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis. Chest.
1992;6:1642-55.

Silverstein D. SRIS, MODS, and sepsis in small animals [Internet]. Rimini; 2006 [cited
2006 Jul 09]. Available from:
http://www.ivis.org/proceedings/scivac/2006/silverstein2_en.pdf?LA=1

Rabello LSCF, Rosolem MM, Leal JV, Soares M, Lisboa T, Salluh JIF. Entendendo o
conceito PIRO: da teoria a pratica clinica — Parte 1. Rev Bras Ter Intensiva. 2009;21:425-
31.

. Moura HV, Pomerantzeff PMA, Gomes WJ. Sindrome da resposta inflamatdria sistémica

na circulacdo extracorporea: papel das interleucinas. Rev Bras Cir Cardiovasc.
2001;4:376-87.

Redaell R. Choque em felinos [trabalho de conclusdo de curso]. Porto Alegre: Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2005.

Henkin CS, Coelho JC, Paganella MC, Siqueira RM, Dias FS. Sepse: uma visdo atual.
Sci Med. 2009;3:135-45.

Hospital Universidade de Coimbra. Manual do grupo sépsis. 2* ed. Coimbra: HUC; 2011.

Snowden C, Kirkman E. The pathophysiology of sepsis. Br J Anaesth. 2002;1:11-4.

Chacar FC. et al. Sepse em Felinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1):64-76.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 75

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

El-Achkar T, Huang X, Plotkin Z, Sandoval RM, Rhodes GJ, Dagher P. Sepsis induces
changes in the expression and distribution of Toll-like receptor 4 in the rat kidney. Am J
Physiol Renal Physiol. 2005;5:1034-43.

Benjamin CF. Atualiza¢do sobre mediadores e modelos experimentais de sepse. Medicina
Ribeirao Preto. 2001;1:18-26.

Ramnath RD, Weing S, He M, Sun J, Zhang H, Bawa MS, et al. Inflammatory mediators
in sepsis: Cytokines, chemokines, adhesion molecules and gases. J Organ Dysfunct.
2006;2:80-92.

Knobel E. Oxido nitrico e sepse. Arq Bras Cardiol. 1996;4:263-6.

Fracasso JF. Contribuicdo ao entendimento da patogenia da sepse. Rev Cienc Farm
Basica Apl. 2008;2:119-27.

Paixao N. Sepse e sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SRIS). In: Rabelo RC,
Crowe Junior DT. Fundamentos de terapia intensiva veterindria em pequenos animais:
condutas no paciente critico. Rio de Janeiro: L.F. Livros de Veterinaria Ltda; 2005.
p-113-26.

Hopper K, Bateman S. An updated view of hemostasis: mechanisms of hemostatic
dysfuntion associated with sepsis. J] Vet Emerg Crit Care. 2005;2:83-91.

Hackner SG. Disseminated intravascular coagulation: an update for the clinician
[Internet]. 2012 [cited 2012 Jul 09]. Available from: http://www.cuvs.org/pdf/article-
disseminated-intravascular-coagulation.pdf

Estrin MA, Wehausen CE, Lessen CR, Lee JA. disseminated intravascular coagulation in
cats. J Vet Intern Med. 2006;6:1334-9.

Griffiths B, Anderson ID. Sepsis, SRIS and MODS. Surgery. 2009;10:446-9.

Durkan S, Laforcade A, Rozanski E, Rush J. Suspected relative adrenal insufficiency in a
critically I1l cat. J Vet Emerg Crit Care. 2007;2:197-201.

Martin LG. Ceritical illness-related corticosteroid insufficiency in small animals. Vet Clin
North Am Small Anim Pract. 2011;4:197-201.

Mizock BA. Alterations in fuel metabolism in critical illness: hyperglycaemia. Best Pract
Res Clin Endocrinol Metab. 2001;4:533-51.

Josien A. Etablissement de valeurs usuelles de lactatemie chez le chat [these]. Toulose:
Unisersité de Toulose, Ecole Nationale Vétérinaire; 2006.

Declue AE, Cohn LA. Acute respiratory distress syndrome in dogs and cats: a review of
clinical findings and pathophysiology. J Vet Emerg Crit Care. 2007;4:340-7.

Pereira Juinior GA, Marson F, Abeid M, Ostini FM, Souza SH, Basile-Filho A.
Fisiopatologia da sepse e suas implicacOes terapéuticas. Medicina Ribeirdo Preto.
1998;31:349-62.

Chacar FC. et al. Sepse em Felinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1):64-76.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 76

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Kirby R. Feline shock and resuscitation [Internet]. In: Proceedings of the 30° World
Small Animal Veterinary Association Congress; 2005, Cidade do México. Cidade do
México:  WSAVA; 2005 [cited 2014 Jul 11]. Available  from:
http://www.vin.com/proceedings/Proceedings.plx ?7CID=WSAV A2005&PID=10945& 0=
Generic

Butler AL. Goal-directed therapy in small animal critical illness. Vet Clin North Am
Small Anim Pract. 2011;41:817-38.

Dellinger RP, Levy MM, Carlet JM, Bion J, Parker MM, Jaeschke R, et al. Surviving
sepsis campaign: international guidelines for management of severe sepsis and septic
shock: 2008. Crit Care Med. 2008;1:296-327.

Kirby R. The cat is not a small dog in ICU: parts I and II [Internet]. In: Proceedings of the
29° World Small Animal Veterinary Association Congress; 2004, Grecia. Grecia:
WSAVA; 2004 [cited 2014 Jul 11]. Available from:
www.vin.com/proceedings/Proceedings.plx 7?CID=WSAV A2004&PID=pr008592&Print=
1&0OGeneric

Pimenta MM, Lanini LM, Rabelo RC. Terapia transfusional em felinos. J Latinoam Med
Vet Emerg Cuid Intensivo. 2010;4:424-50.

Gelatt KN, Van Der Woerdt A, Ketring KL, Andrew SE, Brooks DE, Biros DJ, et al.
Enrofloxacin-associated retinal degeneration in cats. Vet Ophthalmol. 2001;4:99-106.

Instituto Latino Americano da Sepse. Campanha “Sobrevivendo a sepse” [Internet]. 2010
[acesso 2012 Jul 09]. Disponivel em: http://www.sepsisnet.org

Cooke K. Sepsis: cats always have to be different [Internet]. In: Annual of the 83*
Conference Florida Veterinary Medical Association; 2012, Florida. Florida: FVMA;
2012 [cited 2014 Jul 11]. Available from:
http://www.fvmace.org/EVMA_83rd_Annual_Conference/Proceedings/Sepsis.html

Recebido em: 28/09/2012
Aceito em: 07/04/2014

Chacar FC. et al. Sepse em Felinos. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1):64-76.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 77

DESMOTOMIA DO ACESSORIO DO TENDAO FLEXOR DIGITAL SUPERFICIAL
NO TRATAMENTO DAS TENDINITES RECIDIVANTES EM EQUINOS: RELATO
DE TRES CASOS

Pierre Barnabé Escodro!
Carlos Alberto Hussni’

RESUMO

Trés equinos adultos atletas, dois na prética de pdlo e um trotador, apresentaram tendinite
cronica recidivante do flexor digital superficial confirmado por exames fisicos e
ultrassonograficos, com acometimento das regides 1A a 2A. Na fase inicial foram tratados
com anti-inflamatoérios sist€émicos, crioterapia e outros procedimentos conservativos.
Apresentando a recidiva e cronicidade do processo, estes foram submetidos a desmotomia do
ligamento acessério do TFDS. Quatro dias apds a cirurgia iniciou-se o exercicio controlado,
crioterapia € pomadas antiflogisticas. Apds 120 dias os animais foram reavaliados e
considerados aptos a exercicio inicial em treinamento para esporte. Vinte e quatro meses apos
a reintroducdo ao exercicio os trés animais desempenhavam atividades esportivas,
demonstrando a possibilidade terap€utica da tendinite cronica pela desmotomia acesséria do
flexor digital superficial.

Palavras-chave: equino, tendinite, tenddo flexor digital superficial, ligamento acessorio,
desmotomia

SUPERIOR CHECK LIGAMENT DESMOTOMY FOR TREATMENT OF
RECURRENCE OF SUPERFICIAL DIGITAL FLEXOR TENDONITIS IN HORSES:
THREE CASES REPORT

ABSTRACT

Three adult equine athletes, two Thoroughbred in practice of polo and a Standadbred had
recurrence of superficial digital flexor tendonitis confirmed by physical examination and
ultrasound, with involvement of the regions 1A to 2A. In the initial phase were treated with
anti-inflammatory systemic, cryotherapy and other conservative therapeutics procedures. By
presenting the recurrence and chronicity of the process, these were submitted to superior
check desmotomy. Four days after the surgery was started the controlled exercises,
cryotherapy and heparinoid ointment. After 120 days the animals were reevaluated and
deemed suitable subjected to initial exercise in training for sport. Twenty-four months after
reintroduction to exercise the three animals performing sports activities, demonstrating the
therapeutic potential of chronic tendonitis by superior check desmotomy.

Keywords: horse, tendonitis, superficial digital flexor tendon, superior check ligament,
desmotomy
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DESMOTOMIA DEL LIGAMENTO ACCESORIO DEL TENDON FLEXOR
DIGITAL SUPERFICIAL COMO TRATAMIENTO DE RECURRENCIA DE LAS
TENDINITIS EN EQUINOS: REPORTE DE TRES CASOS

RESUMEN

Tres caballos adultos, dos en la préictica del polo y un trotador, com recurrencia de tendinitis
del flexor digital superficial confirmado mediante el examen fisico y ultrasonido, con
participacion de las regiones 1A a 2A. En la fase inicial fueron tratados con anti-inflamatorio
sistémico, la crioterapia y otros procedimientos conservativos. Mediante la presentacion de la
recurrencia y cronicidad del proceso, se sometieron a desmotomia del ligamento accesorio del
tendon flexor digital superficial. Cuatro dias después de la cirugia fue iniciado el ejercicio
controlado, la crioterapia y abrillantadores antiflogisticas. Después de 120 dias los animales
fueron reevaluados y considerados adecuados para el ejercicio inicial en la formacién para el
deporte. Veinticuatro meses después de reintroduccion del ejercicio los tres caballos ejecutan
practica deportiva , lo que demuestra el potencial terapéutico de tendinitis crénica por
desmotomia del ligamento accesorio del tendon flexor digital superficial.

Palabras clave: caballo, tendinitis, tendon flexor digital superficial, ligamento
accesorio,desmotomia

INTRODUCAO

As tendinites nos equinos sao frequentes causas de claudicagdes e destas a tendinite do
TFDS tem maior ocorréncia, com alta reincidéncia (1, 2). A etiopatogenia ¢ multifatorial,
podendo o esfor¢o suprafisiolégico causar microlesdes que causam rupturas das fibras
tendineas (1, 3, 4). O diagnostico ultrassonografico da tendinite do flexor digital superficial
para o membro tordcico de equinos pode ser classificado em quatro tipos (5) quanto a posigao,
considerada alta, imediatamente distal ao carpo ou tarso (regideslA-1B); média, no terco
médio do metacarpo ou metatarso (2A-2B); baixa, no terco distal do metacarpo ou metatarso e
na regido do ligamento palmar ou plantar (3A-3B) e muito baixa quando o TFDP estd afetado
distalmente a articulagdo metacarpo falangica (6, 7). Na cronicidade a tendinite pode evoluir
com aderéncias, formando tecido cicatricial de menor resisténcia frente ao tecido original e
animais acima de dez anos possuem reparacao tendinea mais tardia (3, 6, 8). A desmotomia
do acessorio do tenddo flexor digital superficial ou do “Check Superior” (DLA-TFDS) é
descrita como procedimento cirdrgico que pode ser utilizado na corre¢do da tendinite cronica
(9, 10), porém com resultados controversos (11-13). Gibson, Burbidge e Pfeiffer (11) relatam
que a DLA-TFDS nao apresenta vantagens significativas em relacdo ao tratamento
conservativo, podendo a alteracdo anatomo-fisiolégica da transeccdo do ligamento predispor
a desmite do suspensoério do boleto (14), ja Fulton et al. (12) citam que a DLA-TFDS sugerem
melhorar o prognéstico de retorno do equino com tendinite do flexor digital superficial a
atividade esportiva.

O presente trabalho objetiva descrever trés casos de equinos com tendinite recidiva do
flexor digital superficial, submetidos a DLA-TFDS, acompanhando o pds-operatdrio e retorno
a atividade durante 24 meses.
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Figura 1. Equino de Pdlo. Aspecto macroscép;ico d tendinite no membro toracico direito.
RELATO DOS CASOS

Relata-se os casos de trés equinos portadores de tendinite cronica e recidivante do
TFDS, unilateral toricica, sendo dois no membro direito € um no membro esquerdo. Um
cavalo e uma égua da raca Puro Sangue Inglé€s utilizados em pdélo e um mestico American
Trotter, adultos com mais de dez anos de idade, apresentaram tendinite do TFDS por no
minimo h4 seis meses, sendo dois dos animais atendidos anteriormente por profissional e de
histérico ignorado. Todos os animais receberam tratamento semelhante na fase aguda com
anti-inflamatérios nao esterdides sistémicos, antiflogisticos e crioterapia local, descanso
estabulado e ligas nos membros. Apresentaram melhora do quadro e retornaram a atividade
fisica, com recidiva do quadro inicial de tendinite do TFDS, confirmado por exames fisicos e
ultrassonograficos com evidente lesdo do tenddo e aumento de volume, rubor e dor no ter¢o
médio-proximal nas faces palmar e lateral da regido metacarpica, apresentando claudicacdo de
grau 3. Ao exame ultra-sonogrifico observou-se dreas hipoecdicas e anecdicas na regidao 1A a
2 A, com desalinhamento das fibras tendineas e acimulo de liquido.

Devido o insucesso dos tratamentos conservativos optou-se pela desmotomia acessoria
do flexor digital superficial, procedida conforme descrito por Auer (15) com o animal sob
anestesia geral de rotina, com acesso pela face medial distal do rddio do membro acometido.
O pés-operatorio transcorreu sem intercorréncia, entdo medicados com penicilina associada e
fenilbutazona. Os pontos de pele foram retirados 15 dias apds a cirurgia. Quatro dias apds a
cirurgia iniciaram os exercicios controlados com as caminhadas didrias. Apds 120 dias os
animais foram reavaliados, com auséncia de claudicacdo, ndo apresentando sensibilidade a
palpacdo local e ao exame ultrassonografico constatou-se auséncia de liquido e alinhamento
satisfatorio de fibras tendineas, retornando as suas atividades. Observados por 24 meses
mantiveram-se na atividade esportiva sem recorréncia do processo.

E possivel concluir que a desmotomia do acessério do tenddo flexor digital superficial
€ uma técnica cirdrgica que pode ser indicada no tratamento da tendinite cronica deste tendao,
consideradas as possibilidades de sucesso e de recidivas de acordo com o treinamento dos
animais e do interesse na atividade desempenhada, em casos com tentativas de tratamento
conservativo anterior sem sucesso.
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Figura 2. Equino de Pdlo, Imagem do exame de ultrassom no momento da indicagdo da
desmotomia do acessorio do tendao flexor digital superficial.

Figura 3. Equino de Pdlo, Imagem do exame de ultrassom no momento da indicagdo da
reintrodugdo ao esporte.
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RESUMO

O carcinoma urotelial, embora de ocorréncia rara, ¢ a neoplasia mais comum da vesicula
urindria de caes. A terapia intravesical com o Bacilo de Calmette-Guérin, BCG € utilizada em
carcinomas vesicais humanos com boa resposta, porém € pouco descrita em caes. O presente
trabalho relata o caso de uma cadela, sem raca definida, com 10 anos de idade, portadora de
carcinoma urotelial em vesicula urindria tratada com associacdo de quimioterapia
antineoplésica, inibidor de COX-2 e BCG intravesical. O uso da imunoterapia proporcionou
resultados satisfatérios, pois, enquanto administrado na paciente, interrompeu a progressao
tumoral e o desenvolvimento de metdstases. Trata-se, portanto, de uma modalidade
promissora no controle de neoplasias.

Palavras- chave: BCG, carcinoma urotelial, vesicula urinaria, cdo

ASSOCIATION BETWEEN INTRAVESICAL IMMUNOTHERAPY AND
ANTINEOPLASTIC CHEMOTHERAPY IN TREATMENT OF THE UROTHELIAL
CARCINOMA OF THE URINARY BLADDER IN DOG

ABSTRACT

The urothelial carcinoma although rare, is the most common neoplasm of the urinary bladder
in dogs. Local therapy with bacillus Calmette-Guérin, BCG, is used in human bladder
carcinomas with a good response, but is rarely described in dogs. This work reports a case of
a mixed breed bitch, 10 years old, with an urothelial carcinoma treated with antineoplastic
chemotherapy, COX-2 inhibitors and intravesical BCG. The use of immunotherapy showed
satisfactory results in the patient, then stopped tumor progression and metastasis. It is,
therefore, a promising method for the control of neoplasms.

Keywords: BCG, urothelial carcinoma, urinary bladder, dog
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ASOCIACION ENTRE INMUNOTERAPIA INTRAVESICAL Y QUIMIOTERAPIA
ANTINEOPLASICA EN TRATAMIENTO DEL CARCINOMA UROTELIAL DE
VEJIGA URINARIA EN PERRO

RESUMEN

El carcinoma urotelial aunque raro, es la neoplasia més frecuente de la vejiga urinaria en los
perros. La terapia intravesical con bacilo Calmette-Guerin, BCG, se utiliza en los carcinomas
de vejiga humanos, con buenos resultados, pero es algo poco descrito en perros. Este estudio
reporta el caso de un perro, mestizo, de 10 afios, que sufre de carcinoma urotelial de vejiga
urinaria tratada en asociacién con la quimioterapia antineopldsica, la COX 2-y BCG. El uso
de la inmunoterapia ha generado resultados satisfactorios, ya que, como se administra en el
paciente, interrumpe la progresiéon tumoral y la metdstasis. Por lo tanto, es un método
promisor para el control de neoplasias.

Palabras clave: BCG, carcinoma urotelial, vejiga urindria, perro
INTRODUCAO

As neoplasias primdrias do sistema urindrio sdo incomuns em cdes. Os tumores vesicais
sao os mais frequentes e correspondem a cerca de 0,5 a 1% de todos os neoplasmas caninos
(1, 2). Dentre estes, os carcinomas de células de transicdo ou carcinomas uroteliais sdo as
formas malignas mais comumente diagnosticadas (3). Infere-se que a etiologia dos
carcinomas uroteliais seja multifatorial e a obesidade, os antiparasitarios topicos, o0s
inseticidas e o tratamento com ciclofosfamida foram identificados como fatores que podem
predispor o desenvolvimento desta enfermidade (4, 5). Além disto, fémeas caninas e pacientes
submetidos a esterilizacdo sao mais vulneraveis, em virtude do maior tempo de contato dos
agentes carcinogénicos presentes na urina com a mucosa vesical, visto que ndo possuem 0
comportamento de demarcagao territorial (5, 6).

O carcinoma urotelial € caracterizado pela alta capacidade de invasdao e pode se
desenvolver como uma formagdo de base ampla com nddulos salientes, como lesdes
pediculadas, ou como um espessamento difuso da parede vesical (7). Dessa forma, hematuria,
polaquitria e estranguria sdo os sinais clinicos mais relatados pelos proprietarios (1). Além
disso, 50% dos carcinomas vesicais cursam com metdstases, notadamente para pulmoes,
linfonodos regionais, rins, figado e prostata (7).

O diagnéstico € determinado por exames de imagem (radiografia contrastada,
ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética). O lavado vesical
(flushing) para avaliagdo citologica é uma alternativa rdpida, de f4cil execucdo e com baixos
custos para o diagnéstico de neoplasia (8). Porém, a confirmacdo € feita pela andlise
histopatoldgica de fragmentos da lesdo (4).

A terapia varia conforme o tipo, o tamanho e a localizacdo do tumor intravesical (7). O
tratamento cirirgico associado a quimioterapia antineopldsica e ao uso de inibidores de
ciclooxigenase-2 (COX-2) é o de eleicao (9). Entretanto, a exérese da massa tumoral nem
sempre € possivel, em virtude da localiza¢do anatdmica, das dimensdes da neoplasia, bem
como das dificuldades e complica¢des inerentes as técnicas reconstrutivas (10). Dessa forma,
outras modalidades terapéuticas, como a imunoterapia, auxiliam no controle da progressao da
doenca.

A imunoterapia com o Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) € frequentemente utilizada
como tratamento adjuvante de carcinomas uroteliais ndo invasivos em humanos pela
aplicacdo intravesical e estd associada com a resseccao cirtrgica (11). O BCG promove uma
resposta inflamatoria inespecifica mediada por linfécitos T. A citotoxicidade contra as células
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tumorais é oriunda da agdo de citocinas, fator de necrose tumoral alfa e pela producao de
0xido nitrico no interior da vesicula urinaria (7).

Assim, o objetivo deste relato € descrever o uso da imunoterapia com BCG, associada a
quimioterapia antineopldsica no tratamento do carcinoma urotelial canino.

RELATO DO CASO

Uma fémea canina, sem raca definida, com 10 anos e peso de 4,6 kg foi admitida no
Hospital Veterindrio da UNESP, Campus de Jaboticabal, com histérico de hematuria,
polaquitria e distria hd um més. Ao exame fisico foi constatada presenca de dor abdominal
em regido hipogastrica. Nao foram observadas anormalidades nos exames hematoldgicos e
bioquimicos séricos (creatinina e ALT). A urindlise evidenciou hematuria, leucocitiria e
bacteritria. A cultura urindria foi positiva para Escherichia coli com sensibilidade a
cefalexina e resistente a quinolona ao antibiograma, devido a realizacdo de tratamentos
prévios. Desta maneira, a cistite bacteriana foi tratada com cefalexina (30mg/Kg, a cada 12
horas).

Em virtude da queixa e da avaliacdo clinico-laboratorial, foram realizados exames de
imagem como, ultrassom abdominal e radiogrifico de térax. O exame de ultrassonografia
evidenciou uma massa nodular de 2,8 cm por 1,6 cm, em regido proxima ao trigono vesical.
Além disto, foi observada a presenca de mucosa vesical espessada sem comprometimento de
ureteres e uretra proximal. Na avaliacdo radiografica de térax ndo foi evidenciado a
ocorréncia de metéstases pulmonares.

A paciente foi submetida a bidpsia incisional, pela realizacao de celiotomia, com laudo
histopatoldgico de carcinoma urotelial. Em virtude da localizacdo da massa, a retirada
cirirgica completa ndo pode ser realizada e instituiu-se tratamento com quimioterapia
intravesical a cada quatro semanas com cisplatina (50 mg/mz). Apo6s a segunda sessdo, como
ndo foi observada citorredu¢do e nem melhora dos sinais clinicos, optou-se, pela terapia
multimodal, com quimioterapia adjuvante com carboplatina (300mg/m*/IV), a cada 21 dias,
BCG intravesical (1 ml) semanalmente e firocoxibe (5 mg/kg/PO) diariamente, seguida de
acomponhamento por exame ultrassonogrifico e radiogrifico de torax, realizados
mensalmente. Com o inicio deste novo protocolo, observou-se resolucdo dos sinais clinicos
descritos pela proprietdria durante a primeira consulta.

O BCG fez parte do protocolo durante seis meses e neste periodo observou-se
estabilizacdo do crescimento do neoplasma. Em virtude da indisponibilidade e dificuldade de
aquisicdo, o farmaco foi excluido do tratamento, e a paciente foi mantida com carboplatina e
inibidor de COX-2. Dois meses apds a descontinuacdo do BCG, observou-se aumento do
nédulo intravesical, bem como o aparecimento de uma nova massa na porcdo ventral da
vesicula urindria, envolvendo a porcdo serosa, sem comprometimento da por¢do muscular, a
qual foi removida pela exérese cirurgica e o diagndstico histopatolégico de carcinoma
urotelial. At¢é o momento da descricdo deste relato, a paciente continua em tratamento,
totalizando dez meses de sobrevida.

DISCUSSAO

O carcinoma urotelial é a neoplasia mais comum que acomete a vesicula urindria de
cdes e apesar do lavado vesical contribuir para diagndstico deste enfermidade, nem sempre ele
€ conclusivo, sendo necessario, assim, avaliac@o histopatolégica da lesdo (1, 8, 12)

Em virtude do comportamento agressivo do carcinoma urotelial em vesicula urindria,
bem como a baixa resposta terapéutica, o progndstico desta neoplasia € considerado ruim,
apresentando resultados melhores quando se associa o tratamento cirirgico e quimioterapico
(7, 13).
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A literatura cita o uso da quimioterapia com agente Unico como a cisplatina,
carboplatina, mitoxantrona, actinomicina D ou doxorrubicina para o tratamento de carcinoma
urotelial (13). Embora a cisplatina intravesical também seja uma opg¢ao terapéutica (12), no
presente caso ndo foi observada resposta satisfatoria. O protocolo com carboplatina e inibidor
de COX-2 ¢ de eleicao para o carcinoma urotelial. Assim, é importante averiguar a expressao
de COX-2 nos tecidos neoplédsicos, porém um estudo ndo demontrou correlacio com a
intensidade de marcagdo e a taxa de resposta ao uso do piroxicam (14). Neste caso, a
imunoistoquimica nao foi realizada devido ao custo.

Em humanos, a terapia com BCG intravesical em carcinomas de célula de transicdo in
situ € bastante utilizada, com média de resolu¢do de 72%. Esta terapia também € indicada em
tumores com alto grau de malignidade, pois reduz a taxa de progressao tumoral (7, 11). Em
veterindria ainda pouco se sabe sobre a eficacia do uso do BCG, porém a literatura relata
resultados promissores (7). No caso descrito, foi notado beneficio no controle da progressao
tumoral, uma vez que interrompido, houve crescimento do tamanho da neoplasia, porém, sem
a ocorréncia de sinais clinicos, além do aparecimento de nova massa.

CONCLUSAO

O uso da imunoterapia no tratamento do carcinoma urotelial canino foi positivo no
controle da progressao da neoplasia, contribuindo deste modo, na melhora dos sinais clinicos
e para qualidade de vida da paciente. Apesar de ser uma medicacao de dificil acesso, mas de
facil uso, sugere-se que outros pacientes com carcinoma urotelial sejam submetidos a este
tratamento para obtencao de resultados mais representativos.
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RESUMO

As malformacdes ou anomalias congénitas geralmente sdo raras, no entanto, nos suinos,
espécie com um grande numero de leitdes, ocorre com uma relativa frequéncia. Sao exemplos
de anomalias congénitas, 0os gémeos que se apresentam unidos por uma ou mais parte de seu
corpo. No entanto, hd poucos relatos de casos na literatura sobre o tema. Assim, o presente
relato de caso teve como objetivo descrever uma ocorréncia de gémeos em suinos, que
possuia uma cabeca, um toérax, duplicidade completa da regido da pélvis, dos membros
posteriores e genitais, além de um cordao umbilical compartilhado. Esse caso ocorreu em uma
granja em Cordoba na Colombia, situado em uma regido agricola onde ha o uso extensivo de
agrotoxicos.

Palavras-chave: duplicacdo, malformacao, suino
CRANIOTHORACOPAGUS IN SWINE: A CASE REPORT
ABSTRACT

Malformations or congenital anomalies are generally rare, however, in some species like pigs
with a large number of piglets occurs with frequency. Are examples of congenital anomalies,
twins that presented fusion in one or more of their bodies parts. However, there are few
studies on the topic. Thus, this case report described an occurrence of twins in pigs, which had
a head, a thorax, complete duplicity in the region of the pelvis, the limbs and genitals, and
shared an umbilical cord. This case occurred in a farm in Cordoba - Colombia, located in an
agricultural region where there is extensive use of pesticides.

Keywords: duplication, malformation, pig

CRANIOTHORACOPAGUS EN PORCINO: REPORTE DE UN CASO

RESUMEN

Las malformaciones congénitas son generalmente raras, sin embargo, en los cerdos, especie
con un gran numero de lechones se producen con una frecuencia relativa. Son ejemplos de
anomalias congénitas, gemelos que se presentan unidos por una o més de su cuerpo. Sin
embargo, hay pocos estudios sobre el tema. Por lo tanto, este caso clinico tuvo como objetico
describir la presentacion de gemelos en porcinos, los cuales tenian una cabeza, un térax,
duplicacién completa de la region de la pelvis, las extremidades posteriores y genitales, asi
como cordén umbilical compartido. Este caso ocurri6é en una granja en Colombia en Cérdoba,
ubicado en una region agricola donde se hace uso extensivo de pesticidas.

Palabras clave: duplicaciéon, malformacién, cerdo
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INTRODUCAO

As malformagdes ou anomalias congénitas geralmente sao raras, no entanto em suinos e
em outras espécies, com um nimero grande de filhotes, ocorrem com uma relativa frequéncia
(1). Tais alteragdes ocorrem devido a alta produtividade das matrizes, ao curto intervalo de
tempo entre as geracdes, ao aumento do tamanho dos plantéis e ao aumento do niimero de
paricdes. Tudo isso tem contribuido para que o tema, a principio sem grande importancia,
venha ganhando destaque na suinocultura (2). Segundo o mesmo autor as malformagdes
afetam entre 2 a 3% dos leitdes.

Sdo exemplos de anomalias congénitas, os gémeos que se apresentam unidos por uma
ou mais parte do corpo. Essas alteracoes geralmente estdo associadas com a placentacdo
monoamnidtica € monocoridnica (3) ou seja, surgem da divisdo incompleta de s6 um ovulo
fecundado (monozigética) (4).

Os defeitos presentes em gémeos unidos podem variar desde pequenas duplicacdes a
quase completa separacdo. Os gémeos podem ser classificados de acordo com a localizagao
da fusdo. Os gémeos siameses fundidos nas regides cefdlica, tordcica e abdominal superior
sao comumente denominados cephalothoracopagus enquanto que os gémeos com fusido na
parte inferior do corpo, regido lombo-sacra, sdo denominados parapagus. Quando a regido
rostral é duplicada s@o denominados dicephalus. Adicionalmente, quando a fusdo ocorre na
regido craniana denomina-se craniopagos (3). Como ha poucos relatos de casos na literatura, o
presente estudo teve como objetivo descrever o nascimento de fetos suinos, gémeos, fundidos,
com falhas na separacdo das regides cefdlica, tordcica e abdominal anterior.

RELATO DE CASO

Em uma leitegada de 15 leitdes nascidos vivos, cujo peso total dos filhotes foi de 17
quilos, observou-se o nascimento de gémeos monozigdticos, machos, com malformacao
congénita associada a falha na separacdo de estruturas. Os progenitores da leitegada
originaram-se do cruzamento entre as ragas Duroc x Pietrain (macho) e Landrace x Pietrain
(fémea). A fémea com idade de trés anos e meio e um histdrico de cinco partos prévios, nao
tinha antecedentes desse tipo de alteracdo nas leitegadas anteriores. A granja desse estudo
pertence a um sistema de producdo semiextensivo de suinos do Departamento de Cérdoba na
Colombia. O manejo sanitdrio da granja é realizado por meio de vacina¢do contra a peste
suina cldssica e pela aplicacdo periddica de vermifugos.

Verificou-se que os animais apresentavam uma cabeca, um térax, dois membros
anteriores com orientacdo espacial normal com relagdo a cabega. Por outro lado, na regidao
posterior observou-se a duplicidade completa e simétrica da pélvis, dos membros posteriores e
genitais, no entanto, o cordao umbilical era compartilhado (Fig. 1).

Adicionalmente, observou-se que a cavidade craniana possuia um formato concavo nos
ossos frontal e parietal (Fig. 2A) e um defeito de continuidade no osso frontal. Isso permitiu a
protrusao das meninges (encefalocele - Fig. 2B). A lesdo foi observada como uma pequena
proeminéncia de cor vermelho-escuro entre os globos oculares (Fig. 2B). Evidenciou-se a
presenca de cavidade oral e nasal unica, com duplicidade parcial do maxilar inferior e
presenca de quatro fileiras de dentes inferiores, além de duplicidade total da lingua,
palatosquise e presenca de um tecido fibroso de consisténcia dura e forma arredondada na
parte mais anterior do palato (Fig. 2C).
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Figura 1. Gémeos suinos com falha na separagdo anterior. (A) Vista dorsal onde é possivel
observar uma cabeca, um térax e a duplicacdo da pélvis, dos membros posteriores e da cauda;
(B) Vista ventral onde é possivel observar além dos achados citados anteriormente, o
compartilhamento de um corddao umbilical.

Figura 2. Vista anterior da cabeca do suino: (A) Vista lateral, observar o aspecto concavo dos
ossos frontal e parietal; (B) Observar a encefalocele; (c) notar os detalhes da palatosquise,
duplicacdo da lingua (asterisco vermelho) e duplicacio parcial do maxilar.

Pelo exame radiografico foi possivel observar uma abdbada craniana de tamanho
reduzido e a duplicidade parcial do maxilar inferior. As sete vértebras cervicais e as dez
primeiras tordcicas eram Unicas, iniciando-se a duplicidade na vértebra T11. As ultimas
vértebras tordcicas, lombares e coccigeas estavam separadas e duplicadas (Fig. 3 A). A
necropsia permitiu evidenciar a presenca de pulmodes, coragdo, estdmago, figado, baco,
intestino delgado, rins compartilhados, intestino grosso e 6rgdos genitais duplicados (Fig. 3
B).
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Figura 3. (A) Detalhes radiogrificos de gémeos suinos com falha na separacdo desde a
vertebra T11. (B) Particularidades da necropsia onde se observa o compartilhamento de
drgdos vitais como coracao, pulmdes, figado e parte do trato gastroentérico.

DISCUSSAO

Os gémeos monozigdticos sdo originados de um tnico 6vulo que € fertilizado e forma
um zigoto, que se divide em dois embrides (5). Em raras ocasides esta divisdo ocorre de
forma imperfeita, dando origem a gémeos fundidos (siameses), que derivam de uma
separacdo incompleta do disco embriondrio, resultando em dois organismos mais ou menos
desenvolvidos, num corpo parcialmente duplicado (6). No presente relato de caso, as
caracteristicas do animal permitiram sua classificacdo como Craniothoracopagus, sendo que
apresentou uma cabeca (Craniopagus ou Monocephalus), um térax (Thoracopagus), dois
membros anteriores (Dibrachius) e duplicidade simétrica de membros posteriores (Tetracelus)
).

A causa de anomalias congé€nitas em animais domésticos nem sempre pode ser
identificada, no entanto, alguns fatores etioldgicos responsdveis por anomalias especificas ja
foram descritos, entre eles, fatores genéticos (7), agentes infecciosos (8), desequilibrio
nutricional materno (9) dentre outros, porem ndo se sabe a causa de duplicacdes congénitas
(10).

E importante notar que a regidio geogrifica onde ocorreu o presente caso é agricola por
exceléncia, com predominio de grandes planta¢des de algoddo, as quais requerem aplicag¢des
sucessivas de agrotoxicos nas lavouras. As aplicacdes sdo realizadas por meio de fumigacdes
aéreas, o que facilita a contaminagdo das fontes de d4gua na regido, fato esse que poderia estar
relacionado com essa malformacao e com outras ocorridas em animais da mesma propriedade,
em outras fazendas e afetando espécies diferentes a suina (11). As duplica¢des congénitas e
particularmente os gémeos fundidos sdo defeitos relativamente comuns no gado, no entanto a
sua incidéncia € menor nos ovinos, suinos, cades, gatos e cavalos (12). Nos bovinos, a
duplicacdo craniana é predominante, em contraste com a duplicacdo caudal em ovelhas e
suinos (10), tal como a relatada neste caso, que embora se caracterizasse grosseiramente pela
duplicidade posterior, teve como caracteristica particular a duplicagdo de partes anatémicas da
cabeca, no caso, duplicagdo completa da lingua e parcial do maxilar inferior.

A divulgacdo desses dados € importante tanto para os veterindrios quanto para o0s
suinocultores, para que os mesmos estejam cientes dessas patologias e relatem outros casos.
Muitos suinocultores eliminam os animais com malformacdes logo apds o nascimento, ao
invés de doarem para as instituicdes de ensino. Isso poderia contribuir para uma avaliagdo
mais precisa da incidéncia de tais anomalias congénitas.
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ABSTRACT

Callithrix jacchus is a small primate characteristic to the Brazilian Northeast. We considered
relevant to report details on the anesthetic protocol and the surgical technique of cesarean
sections applied in three cases of dystocia in C. jacchus. Animals were subjected to cesarean
intervention because their small body size did not allow for less invasive obstetric maneuvers.
The anesthetic protocol was shown to be efficient, safe and original in its equipment
adaptations, by means of endotracheal intubation with a 14G catheter. The surgical procedure
was relatively simple and did not offer a major challenge in the exposure of the uterus. The
suture of the uterus, abdominal wall and skin did not present technical difficulties, however
even the thinnest sutures used in dogs and cats may be considered too thick considering the
marmosets’ small body size.

Keywords: general anesthesia, obstetric intervention, small primate, new world primates,
surgical technique

CESAREANA EM SAGUIS: SAGUI-DE-TUFOS-BRANCOS (Callithrix jacchus)
RESUMO

Callithrix jacchus € um pequeno primata caracteristico do Nordeste brasileiro. Considerou-se
importante a descri¢do do protocolo anestésico e da técnica cirdrgica da cesariana aplicada em
trés casos de distocia em C. jacchus. Os animais foram submetidos a interven¢do cesariana,
devido o pequeno tamanho dos seus corpos, o qual ndo permite manobras obstétricas menos
invasivas. O protocolo anestésico mostrou-se eficiente, seguro e original em suas adaptacdes
anestésicas por meio de intubacdo endotraqueal com um cateter 14G. O procedimento
cirirgico foi relativamente simples e a exposicdo do dtero ndo foi um grande desafio. Nao
houveram grandes dificuldades quanto a técnica de sutura do ttero, da parede abdominal e da
pele, porém os mais finos fios de suturas utilizados em caes e gatos sd0 muito grossos
considerando o tamanho do pequeno corpo dos saguis.

Palavras-chave: anestesia geral, intervencdo obstétrica, pequenos primatas, primatas do novo
mundo, técnica cirdrgica
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CESAREA EN TITIES: TITIES-DE-MECHONES-BLANCOS (Callithrix jacchus)
RESUMEN

Callithrix jacchus es un pequeio primata caracteristico del Nordeste Brasilefio. Se considera
importante la descripcién de un protocolo anestésico y de una técnica quirdrgica de la cesaria
aplicada en tres casos de distocia en C. jacchus. Los animales fueron sometidos a una
intervenciéon por cesdrea, debido al pequefio tamano de sus cuerpos, lo cual, no permitia
maniobras obstétricas menos invasivas. El protocolo anestésico se mostro eficiente, seguros y
originales en sus adaptaciones anestésicas por medio de la intubacién endotraqueal con un
catéter 14G. El procedimiento quirtrgico fue relativamente sencillo y la exposicién del ttero
no fue de gran desafio. No present6 dificultades en cuanto la técnica de sutura al ttero, pared
abdominal y piel, sin embargo, incluso las mds finas suturas utilizadas en perros y gatos es
muy gruesa considerando el tamafio del pequefio cuerpo de los tities.

Palabras clave: anestesia general, intervencion obstétrica, pequefios primatas, primatas del
nuevo mundo, técnica quirdrgica

INTRODUCTION

Callithrix jacchus is a small primate characteristic to the Brazilian Northeast, inhabiting
a variety of habitats ranging from coastal Atlantic forest to central caatinga areas (1). Primates
in the Callitrichidae family have small body sizes. They are distinguished by their dense hair
and ear tufts, which are white in C. jacchus (hence “white-tufted marmoset”), and the tail has
alternating light and dark rings (2). All callitrichids are omnivorous, feeding on a variety of
plant (exudates, seeds, flowers, fruits, nectar, among others) and animal items (arthropods,
mollusks and small vertebrates) (3).

Callitrichids have the highest reproductive capacity among non-human primates (4).
Females have a highly variable ovulation rate, ranging from one to four follicles per cycle,
and as such marmoset litter sizes typically vary in captivity from singletons to quadruplets
(5). There are published reports of obstetric problems in C. jacchus; in these cases a cesarean
intervention is generally advised, however sometimes soft manual traction of the fetus and
pharmacological stimulation of uterine contractions may prove useful. Obstetric assistance for
primates is rather an exception, due to the low frequency with which these animals are
brought to clinical visits and to the relatively uncommon necessity for obstetric interventions
(6). We therefore considered it relevant to report details on the anesthetic protocol and the
surgical technique of cesarean sections applied in three cases of dystocia in C. jacchus. These
primates have a characteristic communal breeding strategy, in which the infants remain in the
family group until adulthood, and one of the main roles of the non-breeding females is to
cooperatively care of the offspring (3, 7).

CASE REPORT

The cases here in reported occurred from July 2010 to December 2011 at the C. jacchus
captive colony maintained at the Medicine Center and Research on Wild Animal, Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, UNESP, Botucatu, SP, Brazil (22°53°09”S,
48°26°42”W; mean annual temperature = 22°C). All procedures were approved by the Ethics
Committee (N° 126/2010).

Marmosets were housed in 60 x 120 x 60 cm cages, under natural conditions of
temperature, humidity and light. Two meals were offered daily: in the morning, fruits,
vegetables and eggs; in the afternoon, a mixture of commercial food (Alcon Club Monkey
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Cookies®, Alcon Pet), nutritional supplements (Sustagen®, Mead Johnson & Company),
banana and honey. Mealworms (Tenebrio molitor) were also offered weekly.

To avoid aggressive behaviors, couples were introduced through a slow adaptation
process over 11 months, in which they were placed in neighbouring cages but separated by a
metal sheet with a thin crevice. Following this gradual olfactory, auditory and visual
approximation, mutual aggressive behaviour was monitored and behaviourally compatible
pairs were paired. Animals were paired in July 2011 and copulated, thus parturition was
expected to occur in December of the same year; video cameras were placed inside the cages
to monitor behaviour and allow for early obstetric interventions. Parturient females were
brought to the ambulatory, of which three had signs of dystocia:

e Female 1: Abdominal contractions started at 10:30 h, 26/11/2011. Manual traction
was successful for the first fetus, and it was decided to wait until the following
morning for the natural expulsion of the second fetus, which did not occur and
therefore a cesarean section was performed.

e Female 2: Abdominal contractions started at 07:00 h, 13/12/2011. After three hours
with no fetuses having been delivered, fetal death was detected and cesarean section
was performed at 11:00 h.

¢ Female 3: Apathy and anorexia were noted on the morning of 21/12/2011, although
normal appetite had been observed until the previous day. Obstetric exams detected
uterine atony, and cesarean section was conducted on the afternoon of the same day.

Anesthetic protocol and surgical technique

Physical examination and ultrasonography (Chinson 8100VET with 8 Hz probe)
revealed fetal relative oversize and fetal death in the three females, thus animals were clipped
and prepared for surgery. Animals were placed in an induction chamber (Figure 1A), and
anesthesia was induced with 4% isofluorane in 100% oxygen. Following muscular relaxation
and decubitus, animals were removed from the chamber and anesthesia was further induced
with isoflurane through a facial mask. Once palpebral, interdigital and laringotracheal reflexes
were lost, endotracheal intubation was performed with a 14G catheter; 2% lidocaine (solution
2%) was topically applied to the larynx to facilitate intubation.

Due to the small size of animals, an adapted circuit was confectioned to allow assisted
ventilation and to avoid CO; re-inhalation. Ventilation was adjusted according to end-tidal
CO, values obtained by capnograph. If ETCO, values rise above physiological values (35-45
mmHg), assisted ventilation was initiated manually. Anesthesia was maintained with
isofluorane (0.5 to 2.5%) in 100% oxygen, and additional trans-operatory analgesia was
provided through morphine or methadone 0.1 mg/kg IM. Fluid therapy (Lactated Ringer’s
solution) was administered with a syringe infusion pump (Syringe infusion pump ST 680,
Samtronic, Sdo Paulo, Brazil) (5 mL/kg/h), and vital parameters were maintained in
physiological ranges for the specie and monitored through Doppler vascular (Parks Medical,
Oregon, USA), electrocardiography and capnography (Digicare LifeWindow, Florida, USA).
Normothermia was maintained through hot air insufflators during the entire procedure.

Following antiseptic procedures (Povidone-iodine + alcohol) (Figure 1B), laparotomy
was performed through the incision of the skin, musculature and peritoneum along the linea
alba; special care must be taken during the incision of the abdominal wall to avoid the
accidental perforation of the bladder, as it will often be full and juxtaposed to the gravid
uterus. The uterus was exposed and incised transversally to allow the removal of the dead
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fetuses and their respective placentae (Figure 1C). The uterus was sutured with catgut 3-0 in a
monolayer Schimieden pattern; the peritoneum and abdominal musculature were sutured with
vicryl 2-0 in a simple running pattern; the subcutaneous tissue was approached using vicryl 2-
0 in a Cushing pattern, and the skin was closed using mononylon 3-0 in a running suture
(Figure 1D). Anesthetic administration was discontinued at the end of the surgical procedure,
the endotracheal catheter was removed upon regaining of protective reflexes, and anesthetic
recovery was smooth and uneventful in all cases. Meloxicam 0.1mg/kg IM was administered
to produce post-operatory analgesia only immediately after the cesarean. Tramadol chloridate
Img/Kg PO TID was used for five days in the post-operatory. Antimicrobial therapy was
administered by a single dose of benzathine penicillin 20 Ul/kg IM, and cephalexin 20 mg/kg
PO BID for 5 days (yogurt was used to improve palatability).

b Y A _ T, s
Figure-1A. Anesthesic induction Box. B. Endotracheal intubation and abdominal antisepsis.
C. Removal of the fetus and placenta. D. Skin simple interrupted and anesthetic recovery.

One of the females (female number 3) died fifteen days after surgery. At the tenth day,
evisceration occurred after the removal of the suture from the cesarean intervention, and a
new surgical procedure was necessary to seal the abdominal wall; the same anesthetic
protocol was used. On the following days, the female presented vomit, anorexia and
prostration, while also arching her back and not defecating. Death occurred five days later,
and necropsy revealed the digestive tract was filled with food; this reaction may have been
caused by the administration of tramadol, a medication offered continuously for five days in
the post-operatory and that may have caused constipation. The maternal and fetal detail in the
studied cases (table 1) are showed below.
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Table 1. Maternal and fetal details

Female @ Number  Maternal Fetus Fetus  Fetus body Fetus tail Fetus skull

of fetuses mass mass gender length length diameter
1 2 264 g 344¢ F 15 cm 10 cm 9 cm
36.1¢g M 15 cm 10 cm 9cm
2 2 338 ¢ 340¢g F 13 cm 9cm 9.5 cm
320¢g M 11 cm 10 cm 9 cm
3 2 270 g 28 ¢ F 11 cm 9cm 7 cm
28¢g F 11 cm 8 cm 10 cm

DISCUSSION AND CONCLUSION

Varela, Guill6 and Bux6 (2) performed a cesarean section in a 1.5 year-old female,
weighting 456 g. After 150 days of pregnancy, physical examination revealed the death of the
fetuses and radiography indicated fetal absolute oversize. In agreement the cases here
presented may be considered exceptions considering both the low frequency with which non-
human primates are brought to exotic pet clinics and the relative infrequency with which
obstetric interventions are necessary in these species.

Cesarean sections in marmosets are technically simple procedures; the surgical
technique described by Varela, Guill6 and Bux6 (2) was used in the studied cases, however
with different sutures. Because the placenta of the callitrichids is hemochorial monodiscoid,
the incision to the uterine wall was transversal to avoid risks of hemorrhage. The anesthetic
protocol was highly efficient and safe, and it was novel in the anesthetic induction, the
intubation technique using an adapted 14G catheter as an endotracheal tube, and the drugs and
monitoring procedures, guaranteeing control and patient safety throughout the procedure,
unlike the stated by Varela, Guillé and Bux6 (2) and Hobson and Hobbs (8).

Although Hobson and Hobbs (8) did not inform the body mass of the C. jacchus female
they operated, it is possible to affirm that pregnancy duration and fetal mass did not differ
considerably from our findings, which were also similar to those of Hobson and Hobbs (8),
Varella et al. (2) and Carretero, Guimardes and Sa (9), which differed only in fetal body
length.

Animals were subjected to cesarean intervention because their small body size did not
allow for less invasive obstetric maneuvers. The anesthetic protocol was shown to be
efficient, safe and original in its equipment adaptations.

The surgical procedure is relatively simple and does not offer a major challenge in the
exposure of the uterus. The suture of the uterus, abdominal wall and skin did not present
technical difficulties, however even the thinnest sutures used in dogs and cats may be
considered too thick considering the marmosets’ small body size. Smaller and more delicate
surgical instruments should be available for use exclusively in this animal species; ophthalmic
surgery instruments are more delicate and may be used in these cases.

REFERENCES

1. Stevenson MF, Rylands AB. The marmosets, genus Callithrix. In: Mittermeier RA,
Coimbra Filho AF, Fonseca GAB, editors. Ecology and behavior of neotropical primates.
New York: World Wild Liffe Funde; 1988. p.131-222.

2. Varela F, Guill6 A, Bux6 A. Cesdrea en um mono titi (Callithrix jacchus jacchus). Clin Vet
Pequefios Anim. 1995;15:210-4.

Prestes NC. et al. Cesarean Sections in Marmosets: White-tufted Marmoset (Callithrix jacchus). Vet. e Zootec.
2014 mar.; 21(1): 92-97.



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

3. Auricchio P. Primatas do Brasil. Sdo Paulo: Terra Brasilis; 1995.

4. Richter CB. Biology and diseases of Callitrichidae. In: Fox G, Cohen BJ, Loew FM,
editors. Laboratory animal medicine. St Diego: Academic Press; 1984. p.353-83.

5. Gilchrist RB, Wicherek M, Heistermann M, Nayudu PL, Hodges JK. Changes in follicle-
stimulating hormone and follicle populations during the ovarian cycle of the common
marmoset. Biol Reprod. 2001;64:127-35.

6. Napier JR, Napier PH. A handbook of living primates. London: Academic Press; 1967.

7. Abbott DH, Saltzman W, Schultz-Darken N. Reproductive consequences of social
subordination in female callitrichid primates. In: Proceedings of the American Association
of Zoo Veterinarians; 1996, Puerto Vallarta. Puerto Vallarta: AAZV; 1996. p.194-8.

8. Hobson BM, Hobbs KR. Abnormal fetal development in the marmoset (Callithrix jacchus).
J Reprod Fertil. 1974;44:323-4.

9. Carretero ME, Gimardaes MB, S4 LRM. Parametros morfométricos de infantes de saguis-
de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) e saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata)
nascidos em cativeiro. In: Anais do 16° Simpdésio Internacional de Iniciacdo Cientifica da
USP; 2008, Piracicaba. Piracicaba: SIICUSP; 2008.

Recebido em: 14/02/2013
Aceito em: 28/02/2014

Prestes NC. et al. Cesarean Sections in Marmosets: White-tufted Marmoset (Callithrix jacchus). Vet. e Zootec.
2014 mar.; 21(1): 92-97.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 98

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO E MIJLTIRRESISTIAENCIA~ BACTERIANA IN
VITRO DE OTITE EXTERNA DE CAES - COMUNICACAO CURTA

Leopoldo Augusto Moraes

Jessica Marisa Mendes Pereira
Sandro Patroca Silva

Vania Maria Trajano da Silva Moreira
Alexandre do Rosério Casseb®

1
2
2
3

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi pesquisar os principais agentes bacterianos causadores de otite
externa canina e verificar a sensibilidade in vitro dos agentes frente a 15 antimicrobianos.
Foram coletadas 57 amostras de secrecdes otoldgicas provenientes de 39 cdes com otite
externa, posteriormente semeadas em meio de Agar sangue de carneiro a 5%, dgar
MacConkey, dgar Sabouraud, caldo cérebro-coracio e incubados a 37°C para a identificacdo
microbiana, que foi realizada pela morfologia de colonia, coloracdo pelo método de Gram,
producdo de pigmento e provas bioquimicas. Foram isolados: Staphylococcus spp. (37,8%),
Streptococcus spp. (12,2%), Bacillus spp. (7,32%), Proteus spp. (10,98%), Escherichia coli
(3,66%), Klebsiella spp. (1,22%), bacilos Gram negativos nao fermentadores: Pseudomonas
aeruginosa (17,07%) e nao identificados (9,76%); leveduras (13,68%): Candida albicans
(15,38%) e Malassezia pachydermatis (84,62%). A susceptibilidade a antimicrobianos foi
avaliada com o uso dos seguintes farmacos: gentamicina (68,6%), norfloxacina (61,11%),
enrofloxacina (58,33%), amicacina (54,17%), estreptomicina (48,61%), tetraciclina (29,17%),
ciprofloxacina (27,78%), cloranfenicol (25,00%), cefalexina (23,61%), florfenicol (18.06%),
ceftriaxona (12,50%), cefalotina (11,11%), sulfonamidas (5,56%), penicilina G (2,78%) e
acido nalidixico (1,39%). O agente microbiano prevalente foi Staphylococcus spp. e as
espécies bacterianas causadoras de otite externa nos caes estudados foram multirresistentes.

Palavras-chave: micro-organismos, multirresisténcia, otite externa, caes

MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS AND BACTERIAL MULTIRESISTANCE IN
VITRO OF EXTERNAL OTITIS OF DOGS - SHORT COMMUNICATION

ABSTRACT

The aim of this work has been researching the main microbiological agents causing canine
otitis externa and evaluate the in vitro sensitivity of bacterial agents front 15 antimicrobials.
Were investigated 57 samples of ear secretion from 39 dogs. The samples were cultured in
5% sheep blood agar, agar MacConkey, agar Sabouraud, Brain-heart infusion and incubated
37°C. Microbial identification was made through the morphology of the colony, Gram,
production of pigment and biochemical evidence. Have been isolated: Staphylococcus spp.
(37.8%), Streptococcus spp. (12.2%), Bacillus spp. (7.32%), Proteus spp. (10.98%),
Escherichia coli (3.66%), Klebsiella spp. (1.22%), non-fermenting Gram negative bacilli:
Pseudomonas aeruginosa (17.7%), unidentified (9.76%) and yeasts (13.68%): Candida
albicans (84 62%) and Malassezia pachydermatis (15.38%). Antimicrobial susceptibility was
evaluated using the following drugs: gentamicin (68.6%), norfloxacin (61.8%), enrofloxacin
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(58.33%), amikacin (54.5%), streptomycin (48.61%), tetracycline (29.5%), ciprofloxacin
(27.78%), chloramphenicol (25.00%), cefalexin (23.61%), florfenicol (6.6%), ceftriaxone
(12,50%), cefalotin (11.9%), sulfonamides (5.56%), penicillin G (2.78%) and nalidixic acid
(1.39%). The most prevalent microbial agent was Staphylococcus spp. and the bacterial
species of external otitis in the studied dogs were multidrug resistant.

Keywords: microorganisms, multidrug-resistance, otitis externa, dogs

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO Y RESISTENCIA MULTIDROGA
BACTERIANA IN VITRO DE LA OTITIS EXTERNA EN PERROS -
COMUNICACION CORTA

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue investigar los principales agentes microbianos causantes de
otitis externa canina y verificar la sensibilidad in vitro de los agentes bacterianos a 15
antimicrobianos. Fueron colectados 57 muestras de secreciones otoldgicas provenientes de 39
perros con otitis externa, posteriormente sembradas en medio de Agar sangre de carnero a
5%, agar MacConkey, agar Sabouraud, caldo cerebro corazén e incubados a 37°C para
identificacién microbiana, que fue realizada a través de morfologia de colonia, coloracién por
método de Gram, producciéon de pigmento y pruebas bioquimicas. Fueron aislados
Staphylococcus spp. (37,8%), Streptococcus spp. (12,2%), Bacillus spp. (7,32%), Proteus spp.
(10,98%), Escherichia coli (3,66%), Klebsiella spp. (1,22%), bacilos Gram negativos no
fermentadores: Pseudomonas aeruginosas (17,07%) y no identificados (9,76%); levaduras
(13,68%): Candida albicans (15,38%) e Malassezia pachydermatis (84,62%). La
susceptibilidad a los antimicrobianos fue evaluada con el uso de los siguientes farmacos:
gentamicina (68,6%), norfloxacina (61,11%), enrofloxacina (58,33%), amicacina (54,17%),
estreptomicina (48,61%), tetraciclina (29,17%), ciprofloxacina (27,78%), cloranfenicol
(25,00%), cefalexina (23,61%), florfenicol (18,06%), ceftriaxona (12,50%), cefalotina
(11,11%), sulfonamidas (5,56%), penicilina G (2,78%) y acido nalidixico (1,39%). El agente
microbiano mds prevalente fue Staphylococcus y las especies bacterianas causadoras de otitis
externa en los perros estudiados son multirresistentes

Palabras clave: microorganismos, multirresistencia, otitis externa, perros

Com a emergéncia de grande propor¢ao de cepas bacterianas resistentes aos antibioticos
comumente utilizados nos casos de otite externa canina aumenta a necessidade de realizacdo
de cultura bacteriana e antibiograma (1, 2). O objetivo deste trabalho foi pesquisar os
principais micro-organismos que podem causar otite externa canina, assim como verificar a
sensibilidade in vitro.

Foram analisadas 57 amostras de secre¢des otoldgicas provenientes de 39 caes
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA). As
amostras foram coletadas assepticamente, de cdes que apresentavam sinais clinicos de otite
externa, sendo confeccionados esfregacos que foram corados pela técnica de Gram e
observados em microscopia comum com objetiva de imersdao (1000X). Em seguida foram
semeadas em meio de dgar sangue de carneiro a 5%, dgar MacConkey, dgar Sabouraud, caldo
cérebro-coracdo e incubadas a 37°C. As espécies microbianas foram identificadas com base
na morfologia de coldnia, coloragdo pelo método de Gram, producdo de pigmentos e provas
bioquimicas (3).
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Para realizacdo dos testes de sensibilidade dos micro-organismos a antimicrobianos
(Tabela 1), foi utilizado o método de Bauer et al. (4). Para andlise estatistica foi utilizado o
teste do qui-quadrado (?), admitindo-se para valores menores de cinco a correcdo de Yates;
para ambos os testes preconizou-se nivel de significancia a<0.05, utilizando o software
BioEstat 5.0 (5).

Foram isolados: Staphylococcus spp. (37,8%), Streptococcus spp. (12,2%), Bacillus
spp. (7,32%), Proteus spp. (10,98%), Escherichia coli (3,66%), Klebsiella spp. (1,22%),
bacilos Gram negativos ndao fermentadores: Pseudomonas aeruginosa (17,07%) e nao
identificados (9,76%); leveduras (13,68%): Candida albicans (15,38%) e Malassezia
pachydermatis (84,62%).

Com relagdo ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos houve diferenca significativa
entre a eficiéncia dos antimicrobianos para as bactérias Gram positivas (p<0.0001), assim
como para o grupo das bactérias Gram negativas (p<0.0001). Outros estudos observaram
resisténcia em pelo menos um antimicrobiano em 55,6% dos casos e multidroga resisténcia
em 35,2% das cepas (6). Comparando a resisténcia entre os antimicrobianos, o estudo de
Cruz, Paes e Siqueira (7), mostrou que tanto para micro-organismos Gram + ¢ Gram — os
maiores indices de resisténcia corresponderam a classe das tetraciclinas, diferente do presente
relato onde as bactérias foram sensiveis a tal antimicrobiano.

Observa-se que todas as bactérias isoladas foram multirresistentes, observando-se ainda,
duas amostras de Staphylococcus spp. que se apresentaram resistentes a todos os antibidticos
utilizados (Tabela 1). Esse dado difere do estudo de Cruz, Paes e Siqueira (7) onde tal grupo
ndo apresentou altos indices de multirresisténcia.

Tabela 1. Isolamento bacteriano e porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos testados.

Antimicrobianos Gram+ Gram- Total

N=47 % N=35 % Neg2 %

Aminoglicosideos

Gentamicina 24 51,06 25 71,43 49 59,76

Amicacina 21 44,68 18 51,43 39 47,56

Estreptomicina 17 36,17 18 51,43 35 42,68
Quinolonas

Enrofloxacina 24 51,06 18 51,43 42 51,22

Norfloxacina 21 44,68 23 65,71 44 53,66

Ciprofloxacina 10 21,28 10 28,57 20 24,39

Acido Nalidixico - - 1 2,86 1 1,22
Sulfas

Sulfonamida 2 4,26 2 5,71 4 4,88
Cefalosporinas

Cefalexina* 12 25,53 5 14,29 17 20,73

Ceftriaxona 5 10,64 4 11,43 9 10,98

Cefalotina 4 8,51 4 11,43 8 9,76
Tetraciclinas

Tetraciclina* 15 31,91 6 17,14 21 25,61
Cloranfenicol

Cloranfenicol 11 23,40 7 20,00 18 21,95

Florfenicol 5 10,64 8 22,86 13 15,85
Penicilinas

Penicilina G 2 4,26 - - 2 2,44
Resistente a todos os antimicrobianos 2 4,26 - 2 2,44
Multirresisténcia** 47 100 35 100 82 100

*p<0.0001 entre Gram positivas e Gram negativas
** Espécies bacterianas resistentes a dois ou mais antimicrobianos.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a digestibilidade in situ da matéria seca do sorgo e o
desaparecimento do nitrogénio amoniacal em vacas holandesas fistuladas alimentadas com
zeollita e uréia. Foram utilizadas dietas isoprotéicas e isoenergéticas e com zeolita (400g/dia) e
sem zedlita. Foram avaliados pH e dinamica do nitrogénio no rimen e digestibilidade in situ.
Os resultados indicaram que a utilizagdo da zedlita natural misturadas a uréia proporcionou a
maior disponibilidade de amdnio no rimen. O comportamento do pH ruminal nao foi afetado
com a inclusdo da zedlita estilbita na composi¢do das dietas. A suplementacdo com zedlita na
dieta com uréia levou a menor digestibilidade in sitru da matéria seca do sorgo (planta) e
menor digestibilidade da FDNi.

Palavras-chave: rimen, digestibilidade, fibra em detergente neutro indigestivel, estilbita

IN SITU DIGESTIBILITY OF SORGHUM AND DISAPPEARANCE OF AMMONIA
NITROGEN IN HOLSTEIN COWS FED WITH UREA AND ZEOLITE

ABSTRACT

The main objective of this research was to evaluate the in situ digestibility of sorghum and the
disappearance of ammonia nitrogen in fistulated cows fed with urea and zeolite.
Isonitrogenous and isocaloric diets were used with zeolite (400g/day) and without zeolite.
Rumen pH, nitrogen dynamics and food digestibility in situ were evaluated. The results
indicated that the use of natural zeolite mixed with urea increased ammonium availability in
the rumen. Rumen pH was not affected by the inclusion of zeolite in the composition of diets.
The effect of zeolite supplementation in the diet with urea led to lower in situ digestibility of
dry matter of sorghum (plant), and iNDF.

Keywords: rimen, digestibility, indigestible neutral detergent fiber, stilbite
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LA DIGESTIBILIDAD IN SITU DE SORGO Y DESAPARICION DE NITROGENO
AMONIACAL EN VACAS HOLANDESAS ALIMENTADAS CON UREA Y
ZEOLITA

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la digestibilidad in situ de la materia seca de sorgo y
desaparicion de nitrégeno amoniacal en vacas Holandesas fistuladas alimentadas con zeolita y
urea. Se utilizaron dietas isoproteicas, isocaldricas, con zeolita (400g/day) y sin zeolita. Se
evalud la dindmica de pH y nitrégeno en el rumen y la digestibilidad in situ. Los resultados
indicaron que el uso de zeolita natural mezclado con urea proporciona la mayor disponibilidad
de amonio en el rumen. El pH del rumen no se vio afectado por la inclusion de zeolita estilbita
en composicion de la dieta. Complementar la dieta con zeolita con urea llevé a disminuir la
digestibilidad in situ de la materia seca de sorgo (planta) y menor NDFi digestibilidad.

Palabras-clave: digestibilidad ruminal, fibra detergente neutro no digerible, estilbita
INTRODUCAO

A toxicidade da uréia esta diretamente relacionada com a taxa de degradacdo ruminal da
fonte energética e a rdpida degradacdo da uréia no rimen. Caso ndo haja suficiente
carboidrato rapidamente fermentescivel no rimen, a uréia transforma-se em amodnia numa
velocidade maior do que a celulose em dcidos graxos voldteis, necessarios para a sintese de
proteina microbiana, acarretando um aumento nas concentracdes de N amoniacal e uma alta
absor¢do de amonia pela parede ruminal. Isto acarretard uma sobrecarga de N amoniacal no
figado e um gasto maior de energia para a excrecdo da uréia além de risco de intoxicagdo (1).
Uma alternativa para evitar esse problema € o emprego de complexos de liberacdo lenta de
uréia (1-3), de modo a reduzir a velocidade de fornecimento de amo6nia no rimen e aumentar
a sintese de proteina microbiana, o consumo de matéria seca e a digestibilidade da fibra,
proporcionando maior consumo de energia pelo animal e reduzindo os problemas com toxidez
4,5).

O produto resultante da mistura de uréia com zedlita pode trazer efeitos positivos na
utilizagdo desse suplemento nitrogenado para ruminantes. As zedlitas sdo aluminossilicatos
cristalinos hidratados, que podem reter e liberar facilmente dgua e cations, sem modificar sua
estrutura (6). As caracteristicas fisicas e quimicas das zedlitas naturais conferem a esses
minerais vdrias possibilidades de uso na agricultura (7). O uso desses minerais na dieta (5%)
possibilita o aumento da eficiéncia da conversao alimentar (entre 20% e 30%) e a manutengao
dos mesmos ganhos de peso resultantes de dietas sem o mineral, porém com menor
quantidade de alimento e de dgua (6). White e Ohlrogge (8) foram os primeiros a descrever o
efeito da retencdo dos fons amodnio, formados pela decomposicdo enzimatica de compostos
nitrogenados nao protéicos, na estrutura de zedlitas. Os resultados indicaram, tanto em
experimentos in vitro como in vivo, que mais de 15% do NH4" do riimen poderia ser retido.
Hemken, Harmon e Mann (9) mostraram que a suplementacdo de 6% de clinoptilolita na
racdo de vacas leiteiras, que continha uréia, reduziu significativamente a concentracio
ruminal de NH3. No Brasil, Parré (3) testaram a inclusdo da zedlita em ragdes peletizadas com
uréia e farelo de algoddo, para ovinos, e concluiram que o uso da zedlita, na propor¢ao de 3%
da ragdo, melhorou a reten¢do de nitrogénio pelos animais.

A presente comunicacdo traz resultados preliminares de estudo sobre o efeito da
suplementagdo com zeodlita (estilbita) e uréia na digestibilidade in situ da matéria seca do
sorgo e no desaparecimento do N-NH4 ruminal em dietas de vacas holandesas fistuladas.
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O experimento foi realizado na Embrapa Pecuaria Sudeste, situada no municipio de Sao
Carlos, SP. Foram utilizadas duas vacas da raca Holandesa nao-lactantes, com 808 e 640 kg
de peso vivo, portadoras de fistulas ruminais permanentes. Os animais foram alocados,
isoladamente, em dois piquetes de 100 m?, com alimentacdo ad libitum, acesso irrestrito a
dgua e sombra natural.

O periodo experimental total foi de 22 dias sendo que, durante os 17 dias iniciais, 0s
animais foram submetidos a adaptacdo da dieta. Durante este periodo, aumentou-se
gradativamente a quantidade de uréia fornecida as vacas a fim de se evitar disturbios
metabolicos da seguinte forma: 120 g/dia de uréia do 1° ao 3° dia; 180 g/dia de uréia do 4° ao
6° dia; e 300 g/dia de uréia do 7° ao 22° dia.

As dietas experimentais foram formuladas com planta de sorgo inteira picada, milho em
grao moido, sal mineral e uréia. Foram balanceadas para serem isoprotéicas e isoenergéticas
com e relacdo volumoso:concentrado de 80:20 e diferiram apenas na presenca ou auséncia de
0,4 kg de zedlita. O delineamento experimental utilizado foi quadrado latino 2X2. A zedlita
utilizada foi coletada no norte do Estado do Tocantins, no Brasil, na bacia do rio Parnaiba. O
mineral era predominantemente do tipo estilbita, e sua caracterizagdo e processamento
ocorreu conforme descrito por Bernardi et al. (7).

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as 8 e as 17 horas, em quantidade
suficiente para permitir cerca de 10% de sobras. O volumoso (sorgo) e os concentrados foram
pesados separadamente e homogeneizado para cada animal no momento do fornecimento das
racoes.

No décimo oitavo dia do periodo experimental foram realizadas coletas de liquido
ruminal, nos tempos de 0,33; 0,66; 1; 2; 3; 5; 7 e 9 horas apds a alimentagdo da manha. Neste
dia, depois de alimentadas, as vacas permaneceram alocadas na central de manejo, sem acesso
a alimentacdo e acesso irrestrito a 4gua e sombra. A dieta da tarde foi fornecida somente apds
o término da dltima coleta.

Foram coletados aproximadamente 50 mL de liquido ruminal, com uma mangueira de
borracha, em trés pontos diferentes do rimen. O pH do liquido ruminal foi imediatamente
aferido, apds a coleta, com pHmetro portatil. Cerca de 4 mL do liquido foram acondicionados
em tubos contendo 1 mL de H,SO,4 IN e, imediatamente, congelados, para posterior andlise
laboratorial. Depois de descongeladas, as amostras foram filtradas e a concentragao de N-NH4
foi obtida pelo método de anélise por injecdo de fluxo - FIA.

Para estudo da degradabilidade in situ da matéria seca, foi utilizada a técnica do saco de
ndilon em triplicata. Foram pesados 0,5g de sorgo (planta inteira) previamente seco em estufa
de ventilacdo for¢ada a 60° C por 48 horas e moido em moinho tipo "Willey" provido de
peneira com malha de 0,5 mm de didmetro. As dezoito amostras, para cada animal, apds a
pesagem, foram entdo acondicionadas em sacos de ndilon, com poros de 50 um e area de 20 x
40 cm (macro-bag). Os sacos foram selados e amarrados com linha de ndilon. As linhas foram
protegidas por mangueiras finas de silicone, evitando-se assim que se entrelacassem no
interior do rimen.

As amostras de sorgo, em triplicata, foram introduzidas, ao mesmo tempo, diretamente
no rimen dos animais, pela fistula e retiradas as 12, 7; 24,2; 36,7 46,5; 94,0 horas (ou 760,
1453, 2199, 2788, 4215 e 5640 minutos) apds a introducao das mesmas. Depois de retirados,
os sacos foram lavados com 4gua, a aproximadamente 50°C, e submetidos 2 secagem em
estufa de circulacdo forcada por 48 horas a 60° C, para posterior pesagem em balanca
analitica. Apds pesados, foram determinados os teores de matéria seca pelo procedimento
convencional e FDN (método de Van Soest).

Os resultados de digestibilidade in sifu da matéria seca (MS), Fibra Detergente Neutro
indigestivel (FDNi), nitrogénio amoniacal (N-NHy) e pH foram analisados estatisticamente
por meio de andlise de varidncia. Em seguida, foram ajustadas equagdes de regressdo em
funcdo da presenca de zedlita e dos periodos de amostragem.
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As equacdes de regressao dos resultados indicam que o tratamento com zedlita
apresentou a maior concentracdo de N-NH4 no liquido ruminal no tempo 372,5 minutos
(Figura 1 — A). A concentracdo de fons amdnio obtida neste tempo foi de 88,1 mg L. Para o
tratamento sem zeodlita, a menor concentracdo de N-NH4 no liquido ruminal foi encontrada no
tempo 365,5 minutos e a concentragdo de fons aménio obtida neste tempo foi de 49,0 mg L™.
A diferencga foi altamente significativa (p < 0,001) nos valores encontrados nos tratamentos
com e sem zedlita. A vaca alimentada sem zedlita apresentou a concentragdo minima de N-
NH,4 no liquido ruminal, 45% menor do que a vaca alimentada com zedlita.

Pode-se comprovar, nesta situacdo, o efeito da reten¢do dos fons amonio, resultado da
decomposicdo enzimdtica do composto nitrogenado ndo-protéico (uréia), na estrutura da
zeolita estilbita. Os resultados foram anédlogos aos obtidos por White e Ohlrogge (8), Hemken,
Harmon e Mann (9) e Parré (3). Normalmente, a transformagdo da uréia em nitrogénio
amoniacal acontece quase que instantaneamente no rdmen, devido a sua solubilidade e a
presenca da enzima urease. Neste caso, a zeodlita atuou como um complexo dindmico de
retencdo liberacdo de amdnio (NH;"), regulando a disponibilidade deste cation no liquido
ruminal. Isso, provavelmente, evitou que o excesso de cdations amodnio (NH4) fosse
transformado no gas amodnia (NH3). Este aumento da disponibilidade de amonio (NH4) no
rimen pode estimular a sintese de proteina microbiana, além de reduzir problemas com
toxidez do gds amonia (NHj3).
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Figura 1. A: Teor (mg L") de N-NH,; B: pH do liquido ruminal; C: Digestibilidade in situ da
MS do sorgo (planta); D: Fibra Detergente Neutro indigestivel (FDNi), em func¢do dos
tratamentos (com e sem zeodlita na dieta) e nos periodos de amostragem.

Por sua vez, os valores de pH nao foram afetados (p > 0,05) pelos tratamentos (Figura 1
— B). O tratamento com zedlita apresentou pH médio de 6,88, enquanto o tratamento sem
zedlita apresentou média de 6,99. Segundo Erdman (10) sdo vérios os fatores que alteram o
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valor do pH, tais como: producdo de 4cidos graxos volateis (AGV), taxa de absor¢do dos
AGYV, fluxo de dgua ruminal, fluxo de saliva, taxa de passagem e acidez do alimento. A alta
quantidade de volumosos (80% da rac@o) fornecidos nas ragdes pode ter proporcionado
secrecdo salivar suficiente para manter o ambiente ruminal estavel, ndo permitindo deteccao
de diferencgas nos valores de pH.

A digestibilidade in situ da matéria seca do sorgo indicou que o uso da zedlita resultou
em menor digestibilidade em relacdo ao tratamento sem zedlita (p < 0,05). No tempo 4.275
minutos (71,3 horas), do tratamento sem zedlita, a digestibilidade atingiu o seu valor maximo
(56,7%). Ja no tratamento com zedlita, a digestibilidade atingiu o valor maximo (51,6%) no
tempo 3.875 minutos (64,6 horas). Portanto, o tratamento sem zedlita apresentou
digestibilidade 9% maior do que o tratamento com zedlita.

A digestibilidade da Fibra detergente neutro (FDN), Figura 1 — D indica que o
tratamento com zedlita resultou na maxima degradacdo da FDN no tempo 5.611 minutos
(93,5 horas), ou seja, FDNi de 29,2%. Para o tratamento sem zedlita, a mdxima degradagdo da
FDN foi encontrada no tempo 5640 minutos (94 horas), com FDNi de 24%. Portanto, o
tratamento com zeolita resultou em digestibilidade da fibra detergente neutro 18 % menor do
que o tratamento sem zeodlita (p < 0,01).

Assim, conclui-se que a utilizagdo da zedlita natural (estilbita) misturadas a uréia, na
alimentacdo de vacas holandesas, proporcionou a maior disponibilidade de am6nio (NH4") no
rimen, reduzindo a possibilidade de intoxicagdo por amodnia (NH3) uréia nos animais.

O comportamento do pH ruminal ndo foi afetado com a inclusdo da zedlita estilbita na
composi¢do das dietas. A grande quantidade de volumoso ofertada nas ragdes pode ter
proporcionado salivagdo suficiente para manter o ambiente ruminal tamponado.

O efeito da suplementacdo com zedlita na racdo com uréia levou a menor
digestibilidade in situ da matéria seca do sorgo (planta) e menor digestibilidade da fibra
detergente neutro indigestivel.
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é considerada uma endemia de controle prioritirio no
mundo. No Brasil, sua ocorréncia vem aumentando devido principalmente, as alteracdes na
estrutura agrdria nas ultimas décadas, como a migracdo populacional para os centros urbanos
associada a mudancgas ambientais. O municipio de Botucatu situa-se na rota de expansdo da
doenca em territério paulista. O presente estudo teve como objetivo desenvolver acdes de
vigilancia para a LVC no municipio de Botucatu a partir do diagndstico sorolégico, utilizando a
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e imunoensaio enzimatico (ELISA), em animais
atendidos no Ambulatério de Dermatologia da Clinica de Pequenos Animais do Hospital
Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia de Botucatu, UNESP, Campus de
Botucatu. No total, foram examinadas 516 amostras de soro canino com dermatopatias, todas
com suspeita clinica de LVC, entretanto, nenhuma destas apresentou positividade.

Palavras-chave: leishmaniose visceral canina, RIFI, ELISA, saide publica

SISTEMATIC MONITORING FOR CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS IN THE
CITY OF BOTUCATU/SP.

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is considered an endemia of priority control worldwide. In
Brazil the incidence of the disease is increasing and expanding quickly due mainly changes in
agrarian structure in recent decades, the great population migration to urban centers and also due
to environmental changes. Botucatu city lies on the route of spread of the disease in Sao Paulo
State. The present study aimed to develop surveillance action for CVL using the indirect
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) and Enzyme Linked immunosorbent Assay (ELISA)
in animals attended at the Dermatology Ambulatory of Small Animals at the Hospital of the
Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science of Botucatu. Were examined 516 canine
serum samples from animals with dermatopathies suspected of CVL, however,no sample was
positive.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, [FAT, ELISA, public health
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EL SEGUIMIENTO SISTEMATICO DE LA LEISHMANIASIS VISCERAL CANINA
EN BOTUCATU/SP.

RESUMEN

Leishmaniasis visceral canina (LVC) es considerada una prioridad en el control de
enfermedades endémicas en todo el mundo. En Brasil, su incidencia estd aumentando debido
principalmente a los cambios en la estructura agraria en las ultimas décadas, como la
migracion de la poblacién hacia los centros urbanos, y los cambios ambientales. Botucatu se
encuentra en la ruta de propagacion de la enfermedad en el territorio estatal. Este estudio tuvo
como objetivo desarrollar actividades de vigilancia de la leishmaniasis visceral canina en
Botucatu mediante ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y imunoensaio enzimatico
(ELISA) en animales de consulta en el Ambulatorio de Dermatologia de la Clinica de
Pequefios Animales del Hospital Veterindrio de la Facultad de Medicina y Zootecnia de
Botucatu, UNESP. Se examinaron 516 muestras de suero canino con enfermedades de piel,
animales con sospecha clinica de LVC, sin embargo, ninguna de las muestras fue positiva.

Palabras clave: leishmaniasis visceral canina, IFI, ELISA, la salud publica
INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca infecciosa de origem parasitdria,
causada pelo protozodrio do género Leishmania, transmitida pelo mosquito flebotomineo da
espécie Lutzomyia longipalpis. Tratava-se de doenga de cardter rural e periurbano, mas
atualmente se encontra urbanizada, presente em grandes centros urbanos. Essa mudanca é
perceptivel principalmente em dreas de periferia devido ao alto adensamento populacional
humano e canino nesses locais (1).

A leishmaniose € considerada uma das seis endemias parasitdrias no mundo,
encontrando-se distribuida em quatro continentes, entre eles, América Latina, Africa, Asia e
Europa. Com relagdo aos casos humanos, 90% ocorrem, principalmente, em Bangladesh,
Brasil, India e Sudio (2). Nas Américas sao registrados casos autoctones na Argentina,
Bolivia, Colombia, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e Brasil,
correspondendo a 90% dos casos que ocorrem no continente americano (3).

A sua importancia em saude publica se deve ao aumento do nimero de casos € a
gravidade da doenca. No Brasil ja foi registrada em 20 estados, com aproximadamente 1.600
municipios apresentando transmissdo autoctone (4), e os estudos de casos humanos e caninos
mostram a urbanizagdo da forma visceral da doenga em grandes centros brasileiros (5). Entre
os anos de 1984 a 2002, foram notificados ao Ministério da Saide 48.455 casos da doenca
humana, sendo que os estados da Bahia, Ceard, Maranhdo e Piaui contribuiram com 66% das
notificacdes (6).

No Estado de Sdo Paulo, a LVC foi diagnosticada em 1998 na cidade de Aracatuba
(regido nordeste do estado de Sdo Paulo) no servico de Patologia do Hospital Veterinario da
Unesp (7). Neste mesmo ano, foram também detectados cades infectados no Municipio de
Aracatuba (8). Até 2006, em 68 municipios das regides administrativas de Aracatuba, Bauru,
Marilia, Presidente Prudente e Sao Jodo da Boa Vista encontrou-se o vetor Lutzomyia
longipalpis, e em 45 deles constatou-se a transmissao da enfermidade em caes, e em 34 foram
detectados também casos humanos (9). A alta densidade da populacdo canina é um fator de
risco para a ocorréncia da leishmaniose visceral no homem (10).

A reducdo dos investimentos em saide e educagdo, a descontinuidade das agdes de
controle, adaptacdo do vetor aos ambientes modificados pelo homem além do pouco
conhecimento sobre as variantes genéticas, hdbitos alimentares e reprodutivos, os fatores
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imunossupressores, como a infeccdo pelo HIV e dificuldade de seu controle em grandes
aglomerados urbanos, com problemas de desnutricdo, condicdes precdrias de moradia e
saneamento basico sao fatores que contribuem para a sua ocorréncia (11).

A LVC apresenta trés ciclos epidemioldgicos: silvestre, doméstico e peridoméstico. No
doméstico ou peridoméstico, os ambientes envolvidos sdo o rural, periurbano e/ou urbano. A
Leishmania circula entre canideos e gambds, que apesar de terem origem silvestre, estdo
adaptados ao ambiente rural e urbano (sinantrépicos). O vetor se mantém e consegue
reproduzir no entorno domiciliar, transmitindo a enfermidade para o humanos e caes,
mantendo a infeccdo (12).

Os sinais clinicos nos cdes sdo semelhantes aos de humanos como febre e
hepatoesplenomegalia. Apresentam ainda lesdes de pele como eczema no focinho e orelhas,
onicogrifose e linfoadenopatia. Nos casos caninos mais avancados, além das alteracdes de
pele ocorrem também uveite anterior, blefarite, celulite orbital, opacidade de coérnea,
ceratoconjuntivite seca ou ndo, conjuntivite, edema das patas e paresia dos membros
posteriores, inani¢do, caquexia e morte. Entretanto, as alteracdes cutdneas siao as
manifestacdes mais comumente observadas na LVC (13). Em alguns animais, a doenca pode
permanecer latente, com raros casos de cura espontinea, ou ocorrer evolugido aguda e grave,
com morte em poucas semanas (4).

Na espécie canina, pode haver remissdo dos sintomas por longos periodos, com
posterior reaparecimento. Mais de 30% dos hospedeiros sdo assintomaticos, contribuindo para
a manutencdo da doenca no ambiente (4). Os assintomdticos sdo um grande problema na
saude publica, pois podem ndo ser detectados para efetivacdo das medidas de controle.

O diagnéstico laboratorial da infec¢do canina baseia-se no exame parasitolégico direto,
na reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e no imunoensaio enzimético (ELISA) e nesta
espécie devem ser realizados inquéritos soroldgicos amostrais a fim de se verificar a
prevaléncia da doenga em locais silenciosos ou com focos da doenca, e censitdrios, para areas
com transmissdo, como atividade de vigilancia, uma vez que animais positivos devem ser
eutanasiados, como uma das medidas para o controle da enfermidade (9).

A RIFI é preconizada pelo Ministério da Satde para avaliacdo da soroprevaléncia,
juntamente com o ELISA. Resultados falso-negativos podem ocorrer no periodo de incubagdo
da doenga ou em fase inicial de soroconversao (14).

Em Itaipu-RJ, foi encontrada uma prevaléncia de 11,94% (37/310) para LVC, pela RIFI,
em animais sem sinais clinicos da enfermidade (15). A soroprevaléncia canina no periodo de
1994 a 1998, em Belo Horizonte - MG foi de 3,6% (16). Esses resultados mostram a
importancia dos inquéritos soroepidemioldgicos para se avaliar o grau de risco da
enfermidade no municipio, e para a populacao.

Inquérito soroldgico e outras atividades de vigilancia estabelecidas pela Equipe de
Vigilancia em Saude Ambiental do Municipio de Botucatu, e pelo Hospital Veterinario da
FMVZ, com encaminhamento de amostras de soro de cdes com dermatopatias para
diagndstico diferencial com pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp., pela RIFI, ndo
revelou positividade, indicando que provavelmente nido ha autoctonia da LVC no municipio
(1), mas apenas a ocorréncia de casos importados ou aldctones, de outras regides (17).

O controle da leishmaniose visceral recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS) desde a década de 70 € baseado em trés pontos: diagndstico precoce e tratamento dos
casos humanos, eliminagdo dos caes reservatérios e controle do vetor com aplicacdo de
inseticidas (18). Ao longo dos anos, a aplicacdo, muitas vezes, parcial destas agdes nao
proporcionou a redugdo da incidéncia da LVC (4). O controle do reservatério canino tem sido
o tema mais estudado e controverso quanto sua contribuicdo na redu¢do da incidéncia da LV
humana e canina (19).

A proximidade de Botucatu com regides endémicas para LVC como Bauru, Marilia,
Aracatuba e Tupa, associadas as condicdes climéticas e fisiograficas propicia a manutencao
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da doenca. A falta de controle quanto ao transito de caes de outras localidades, representam
fatores que contribuem para o risco de introdu¢do e disseminacio desta zoonose. O controle
da LVC deve ser feito de maneira estratégica, identificando-se areas de risco e, para isso,
alternativas como o inquérito soroldgico canino, baseado em critérios epidemioldgicos, sdao
indicados para o seu combate e vigilancia (20). A partir da andlise epidemioldgica realizada
no municipio e estado, os profissionais de saide poderdo identificar e classificar as diferentes
areas e adotar as recomendacdes propostas para a vigilancia, monitoramento e controle da
leishmaniose visceral (4).

Os objetivos do presente estudo foram estabelecer acdes de vigilancia para LVC em
Botucatu/SP capazes de monitorar a ocorréncia de casos e possibilitar a determinacio de sua
distribuicao espacial e temporal, além de obter informagdes para auxiliar na elaboracao de um
programa de satide animal e satude publica no Municipio de Botucatu.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de soro de caes suspeitos de LVC no municipio de Botucatu,
provenientes de animais atendidos no Ambulatério de Dermatologia do Hospital Veterinario
da FMVZ —-UNESP, campus de Botucatu/SP, durante o periodo, de Julho de 2008 a Julho de
20009. Estes animais deveriam atender como defini¢do de caso:

e Suspeito I: Animal residente em Botucatu que apresentasse pelo menos trés dos
seguintes sintomas: linfadenomegalia, perda de peso, queda de pélo, formacdao de
crostas, areas descamadas ou onicogrifose.

e Suspeito II: Animal que apresentasse sorologia positiva pela RIFI e ELISA;

¢ Confirmado: Animal suspeito II com diagndstico parasitolégico positivo, de aspirado
de linfonodo.

Quanto a populacido canina estudada, 284 (55,03%) e 232 (44,97%) eram machos e
fémeas, respectivamente. Quanto a procedéncia 463 (89,72%) nasceram em Botucatu e 14
(26,41%) eram procedentes de Sao Paulo, 13 (24,52%) de Pardinho, 9 (16,98%) de Sao
Manuel, 6 (11,32%) de Bauru e 11 (20,75%) sem informac@o. Quanto a distribui¢do dos
animais quanto ao local de permanéncia no domicilio, 70 (13,56%) no canil, 203 (39,34%) no
domicilio e 243 (47,0%) no peridomicilio.

1- Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

A pesquisa de anticorpos anti Leishmania spp., foi realizada pela RIFI, segundo
Camargo (21). Utilizou-se como antigeno a forma promastigota de L. major, mantida no
Servico de Diagndstico de Zoonoses da FMVZ, em meio LIT (Liver Infusion Tryptose).

2- Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O teste de ELISA foi realizado utilizando como antigeno Leishmania major, cultivada
em 40 mL de meio LIT, durante sete dias em garrafa de ROUX de um litro, mantida a 25°C na
posicao horizontal. O contetido da garrafa foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos em tubo
falcon. O sobrenadante foi desprezado e em sequéncia adicionado 10 mL de PBS
homogeneizando e centrifugando-se como anteriormente, repetindo-se essa operacao por mais
duas vezes. A seguir, o sedimento foi homogeneizado em 10 mL de PBS estéril e congelado a
20°C por 24 horas. As formas promastigotas suspensas foram mantidas a -80°C, até 0 momento
da sonicagdo. Esta foi realizada em ciclo de 50%, a 4°C por 30 segundos por seis vezes,
analisando-se ao microscopio para observar se as formas promastigotas foram quebradas em
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pequenos fragmentos. O material obtido foi imediatamente centrifugado a 5000 rpm por 15
minutos sob refrigeracdo a 4°C , e o sobrenadante resultante foi usado como antigeno, no qual foi
adicionado PMSF (Phenylmethyl Sulfonyl Fluoride) 250 mM, que é um inibidor de protease
para a conservacao das proteinas. O antigeno foi testado com amostras de soro de caes
sabidamente positivos e negativos, para testar sua viabilidade.

Para a sensibilizacdo das placas de ELISA, de poliestireno, de fundo chato, foram
usados trés microgramas de antigeno por pogo totalizando 300 microgramas por placa. As
mesmas foram mantidas em cdmara dmida sob refrigeracdo, de um dia para o outro e
posteriormente lavadas quatro vezes com solucdo de lavagem. Apds secagem, foram
incubadas com 150 pL de PBSC (tampao bloqueio) por uma hora em estufa a 37°C. Desprezou-
se o tampao e a placa foi lavada quatro vezes com solucdo de lavagem e seca. Os soros testes
foram diluidos em solu¢do PBSCT a 1:40 (195 uL de PBSCT e 5 pL de soro). Para a diluicao
1:80, foram acrescentados 50 ul de PBSCT e 50 uL da diluicdo de 1:40. Da mesma maneira,
foram diluidos dois controles positivos e quatro negativos, e dois testemunhos com 100 pL de
PBSCT. Apés as diluicdes, a placa permaneceu na estufa 37°C por 30 minutos. Depois foi lavada
quatro vezes com solucdo de lavagem para retirada do excesso de soro e secadas. O conjugado
imunoenzimatico usado foi uma antiimunoglobulina de cdo, fracdo IgG, marcada com
peroxidase (Sigma-Company USA), previamente titulado. Apds o preenchimento de cada poco
com 100 uL da solu¢do de PBSCT e conjugado, a placa foi incubada por 30 minutos a 37 °C e
em seguida lavadas com solucio de lavagem por quatro vezes. Em seguida foram adicionados
100uL de substrato (Smg de —O-fenilenodiamino- OPD+ 4uL de dgua oxigenada a 30% + 10
mL de tampao citrato-fosfato) por orificio, e a placa mantida no escuro a temperatura ambiente
por 10 minutos. A seguir adicionou-se 30 ul/orificio de &cido sulfirico (H,SO4) 4N para
interromper a reacdo. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 492nm. Os resultados foram
expressos em valores de densidade 6ptica (DO).

O ponto de corte foi calculado de acordo com a férmula: CO= média CN X 2 X1,2, onde
CO=Cut-Off; média CN = média da densidade 6ptica dos orificios do controle negativo; 2 =
fator de corre¢do; 1,2 = nimero multiplicado ao valor do cut-off para embutir a zona cinza no
ponto de corte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras foram negativas para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp., em
ambos os testes (RIFI e ELISA), apesar das alteracdes clinicas, de acordo com a tabela 1,
devido a outras enfermidades ou dermatopatias, na medida em que tratavam-se de animais
atendidos no Ambulatério de Dermatologia do HV.

Os resultados do inquérito sorologico sugerem que o municipio de Botucatu continua
indene para LVC, o que ja foi demonstrado em pesquisa prévia (1). Apesar dos animais
apresentarem alteragdes sugestivas de LVC nenhum foi positivo nos testes utilizados, que sdo
recomendados oficialmente. Enfatiza-se que casos importados de LVC ja foram
diagnosticados no Hospital Veterindrio da FMVZ- Botucatu (4), justificando-se a importancia
das agdes de vigilancia epidemioldgica e sanitdrias referentes a esta enfermidade no
municipio.

Os resultados deste estudo possibilitam também sugerir que até o momento do presente
estudo o vetor, Lutzomyia longipalpis, ndo se encontra no municipio. Especula-se que
condi¢des climdticas, altitude ou outros fatores ambientais sejam desfavordveis para a sua
manutencdo, ao se considerar a proximidade de Botucatu com municipios endémicos e
epidémicos, e o diagndstico de casos importados em cdes que residiam em Botucatu hd algum
tempo (4).

N3ao ha nenhuma forma de controle quanto ao transito de cédes possivelmente infectados
entre areas endémicas e ndo endémicas. A proximidade entre cidades indenes e regides onde a
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doenca ocorre associada as condicdes climadticas e fisiograficas propicias a manutencdo da
enfermidade, e a falta de controle quanto ao transito de cdes provenientes de outras
localidades, contribui para o risco de introdugdo e difusdo da LVC (22), destacando-se a
importancia de um sistema de vigilancia para a detec¢do precoce, no caso de sua introdugdo
no municipio.

A movimentacdo de cdes de um municipio para outro é um fator de risco importante na
epidemiologia da LVC. No presente estudo, 53 (10,27%) dos animais eram procedentes de
outros municipios e seis (11,32%) deles procediam de Bauru, onde a enfermidade ocorre de
forma epidémica (9).

Na tabela 1 pode-se observar que muitos animais apresentavam varios sinais clinicos
que sdo classicos na LVC como: onicogrifose, emagrecimento, queda de pélos,
hepatoesplenomegalia, entre outros, porém ndo sdo especificos podendo ser comuns a outras
enfermidades. A realizacdo de inquéritos sorolégicos caninos (amostrais ou censitarios), além
de sua funcdo de controle do reservatorio canino em dreas extensas, tem papel fundamental na
deteccao de focos silenciosos da doenca e na delimitacdo de regides ou setores de maior
prevaléncia, onde a execu¢do das medidas de controle € necessdria (23).

Tabela 1. Alteragdes encontradas nos animais examinados na clinica de pequenos animais do
Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia de Botucatu.

Sinais Clinicos N %
Queda de pelos 428 82,94
Emagrecimento 423 81,97
Areas de descamacio 421 81,58
Crostas na pele 326 63,17
Ulceras/ferimentos cronicos na pele 299 57,94
Linfadenomegalia 192 37,20
Onicogrifose 99 19,18
Hepatoesplenomegalia 89 17,24

Resultados mais praticos quanto ao controle da LVC deverdo ser obtidos com o
aprimoramento do conhecimento epidemioldgico das caracteristicas locais da enfermidade,
especialmente quanto ao papel dos cdes, humanos e animais silvestres, como reservatorios,
para a continuidade do ciclo de transmissdo da L. chagasi em éreas onde as medidas de
controle preconizadas sao corretamente executadas (23).

A relevancia dos inquéritos soroepidemioldgicos pode ser confirmada, pela andlise da
soroprevaléncia da LVC em caes domiciliados na zona urbana de Cuiabd com a prevaléncia
estimada em quatro bairros estudados de 3,4%. Os autores concluiram que 0s principais fatores de risco
identificados na ocorréncia da infec¢ao canina na cidade de Cuiab4, foram a localiza¢do dos
cdes no peridomicilio, bem como a proximidade das residéncias com matas, evidenciando
mudancas na ocorréncia da doenca no ambiente urbano (24).

Além da importancia dos inquéritos soroepidemioldgicos sdo essenciais as atividades de
educagdo em sadde, transmitindo para a populagcdo informagdes sobre a doenca no cdo e em
humanos, envolvendo amplamente a comunidade, utilizando-se veiculos de comunicagdo
disponiveis, bem como a realizacdo de palestras em escolas, e entidades de classe enfocando
principalmente os aspectos epidemiolégicos e de controle (1). E relevante ainda a utilizagio
de coleiras repelentes em caes, principalmente nas situacdes com grande dispersao dos
flebotomineos transmissores, sendo importantes ainda os inquéritos entomoldgicos na
pesquisa de espécies de flebotomineos presentes no municipio.
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CONCLUSAO

Conclui-se que as agdes de vigilancia a partir de inquéritos soro epidemiolégicos sao
importantes para o conhecimento da situagdo epidemioldgica da LVC nos municipios e que
apesar do resultado negativo no universo amostral pesquisado, estas acdes devem ser
permanentes, pois a Rodovia Marechal Rondon, considerada rota de dispersdao da LVC no
Estado de Sao Paulo, contorna grande parte do municipio de Botucatu. Além disso, a partir
destas acOes se torna possivel monitorar a aparecimento de casos de maneira rdpida e
eficiente, obtendo desta forma informacdes para a elaboracdo de um programa de saide
animal e saude publica no Municipio de Botucatu.
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar o comportamento ingestivo de cordeiros, terminados em
sistemas de producdo em pastagem de azevém (Lolium multiflorum) sobressemeado em
Tifton 85 (Cynodon sp) nos tratamentos: 1- cordeiros desmamados precocemente, aos 40 dias
de idade, e mantidos em pastagem de azevém até o abate; 2- cordeiros sem desmame, na
mesma pastagem de azevém até o abate; 3- cordeiros sem desmame suplementados em creep
feeding a partir de 40 dias de idade, na pastagem de azevém, até o abate. Foram realizadas
avaliacdes do comportamento ingestivo dos cordeiros, de agosto a setembro de 2004,
verificando as atividades de pastejo, rumina¢do, amamentagdo, acesso a creep feeding e outras
atividades. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com 3 repeticdes e
parcelas subdivididas no tempo, considerando os dias e periodos como subparcelas. Nao
houve efeito (p>0,05) dos tratamentos sobre o tempo de pastejo e amamentacdo, entretanto,
houve reduc@o no tempo de ruminagdo (p<0,05), e elevacdo do tempo em outras atividades
(p<0,05) para cordeiros em creep feeding. O tempo de pastejo no periodo da tarde foi superior
(p<0,05) ao da manha, sendo que as demais atividades foram distribuidas homogeneamente
ao longo do dia. O sistema de producdo de cordeiros pode alterar os padrdes de
comportamento alimentar dos cordeiros, sendo que o pastejo € a atividade que demanda mais
tempo dos animais durante o dia.

Palavras-chave: amamentacdo, creep feeding, desmame, ovinos, pastejo, ruminagao
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INGESTIVE BEHAVIOR OF LAMBS IN PRODUCTION SYSTEMS ON ITALIAN
RYEGRASS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the lambs behavior intake produced in grazing
systems on ryegrass pasture (Lolium multiflorum) oversowned on Tifton-85 (Cynodon sp): 1-
lambs weaned around 40 days of age in ryegrass pastures until slaughter; 2- lambs without
weaning, in the same ryegrass pasture until slaughter; 3- lambs in ryegrass pasture without
weaning, supplemented at creep feeding at 1% BW from 40 days of age to slaughter. The
lambs ingestive behavior was observed through their grazing, rumination, sucking, creep
feeding and other activities from August to September of 2005. The experimental design was
completely randomized design with three repetitions and split-plot design on time,
considering days and periods of days as subplots. Lambs grazing and suckling time were not
affected (P>0.05). By systems of production; however, rumination time was reduced (p<0.05)
and the other activities time (p<0.05) increased for creep feeding systems. The grazing time
during the afternoon was higher (p<0.05) than during the morning, whereas the other
activities were distributed homogeneously throughout the day. Meat lambs systems of
production may change the ingestive behavior, but the grazing activity keep requiring the
most of the time of the animals during the day.

Keywords: creep feeding, grazing, ruminating, sheep, suckling, weaning

COMPORTAMIENTO INGESTIVO DE CORDEROS EN SISTEMAS DE
PRODUCCION EN PASTO DE RAIGRAS

RESUMEN

Este estudio evalu6 el comportamiento ingestivo de corderos engordados en sistemas de
produccién en raigras (Lolium multiflorum) resembrado en Tifton 85 (Cynodon sp), como
sigue: 1- corderos destetados a los 40 dias de edad y en pasto hasta el sacrificio, 2- corderos
en el potrero con sus madres hasta sacrificio sin el destete, 3- corderos suplementados durante
la lactancia en creep feeding en la pastura de raigrds hasta sacrificio, sin el destete. Se
realizaron evaluaciones de la conducta alimentaria de los corderos de Agosto a Septiembre de
2004, con la comprobacion de las actividades de pastoreo, rumia, la lactancia materna, el
acceso a la suplementacion y otras actividades mediante el control temporal durante el dia. El
disefio experimental fue completamente casual con tres repeticiones y parcelas en el tiempo,
teniendo en cuenta los dias y los periodos como subparcelas. No se observé efecto (p> 0,05)
de los sistemas sobre el tiempo de pastoreo y la lactancia, sin embargo, hubo una reduccién en
el tiempo de rumia (p <0,05), y el aumento de tiempo en otras actividades (p <0,05) para los
corderos en la alimentacion privada en creep feeding. El tiempo de pastoreo de la tarde fue
superior (p <0,05) que en la manana, y las actividades restantes se distribuyeron de manera
uniforme durante todo el dia. El sistema de producciéon de corderos puede cambiar los
patrones de conducta de alimentacién de los mismos, y el pastoreo es la actividad que exige
mas tiempo de los animales durante el dia.

Palabras clave: lactancia, suplementacion, destete, ovejas, pastoreo, rumia
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INTRODUCAO

O estudo do comportamento de ruminantes em pastejo possibilita a compreensao das
relacdes entre o animal e a pastagem, e € de grande importancia no desenvolvimento de
estratégias para otimizacdo da produgdo pecudria (1). Neste sentido, o tempo dos animais em
pastejo depende da disponibilidade de forragem, assim como da estrutura e da composic¢ao da
pastagem, e também do recebimento ou nao de suplemento. De acordo com Camargo et al.
(2), os animais em pastejo tém preferéncia pelas folhas jovens, e devido a sua seletividade, se
houver baixa disponibilidade de forragem para suprir suas exigéncias de mantenca e
produgdo, os mesmos poderdo compensar o baixo consumo aumentando o tempo de pastejo, a
taxa de bocado ou o tamanho do bocado.

Bovinos e ovinos normalmente dividem o seu dia em periodos alternados de pastejo,
ruminagdo e descanso (6cio), destinando em média, cerca de um ter¢o do dia ou 8 horas para
cada atividade. Geralmente existem de trés a cinco periodos de pastejo durante o dia, sendo o
maior e mais intenso realizado depois do amanhecer e antes do entardecer. Entretanto, a maior
parte da atividade de pastejo ocorre durante o dia, embora sejam comuns periodos curtos de
pastejos noturnos. Conforme Van Rees e Hutson (3) e Zanine et al. (4) existe um periodo de
ruminagdo apds cada periodo de pastejo, mas a maior parte dela ocorre durante a noite.

Neste sentido, cabe justificar que no caso dos ovinos, os cordeiros que permanecem
com suas maes, além destas atividades, realizam aquelas ligadas a amamentagao. Assim, em
sistemas de produgdo de cordeiros, a presenca da mae e/ou a amamentacdo podem ter um
papel importante no desenvolvimento e no comportamento dos mesmos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento ingestivo de cordeiros,
terminados em trés sistemas de produgdo em pastagem de azevém.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre agosto de 2004 a Janeiro de 2005 no Laboratério de
Producdo e Pesquisa em Ovinos e Caprinos da UFPR (LAPOC), localizado em Pinhais,
Regido Metropolitana de Curitiba-PR (latitude 25°25' Sul, longitude 49°8' Oeste e altitude
915m acima do nivel do mar). O clima é do tipo Cfb, classificacio de Koepen, que
corresponde ao Clima Subtropical Umido (Mesotérmico). O indice pluviométrico é 1.500 mm
médios anuais, com temperatura minima média em julho igual a 8,4°C e mixima média
26,2°C, em fevereiro.

Foram comparados trés sistemas de producdo de cordeiros em pastagem de azevém
anual (Lolium multiflorum Lam.) sobressemeada em Tifton 85 (Cynodon sp.), com os
tratamentos: (1) cordeiros desmamados aos 40 dias de idade e ndo suplementados até o abate;
(2) cordeiros lactentes ndo suplementados até o abate; (3) cordeiros lactentes suplementados a
1% do peso corporal (PC) em creep feeding a partir de 40 dias de idade.

A darea experimental ocupou 2,55 ha, dividida em trés piquetes de 0,15 ha, referente ao
tratamento 1 e seis piquetes de 0,35 ha referentes aos tratamentos 2 e 3, totalizando nove
piquetes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticdes. Cada
parcela experimental era composta por um piquete contendo seis cordeiros testes, sendo: um
cordeiro proveniente de parto simples, dois cordeiros provenientes de parto gemelar, uma
cordeira proveniente de parto simples e duas cordeiras provenientes de parto gemelar,
totalizando 54 cordeiros.

Foram utilizados cordeiros da ragca Suffolk, com idade média de 43 dias e 15,7 kg de
peso corporal ao inicio do experimento.

Apds o nascimento, os cordeiros foram pesados e identificados com brinco. Aos 14 dias
de idade, os cordeiros e suas maes foram encaminhados a pastagem de azevém e mantidos
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nessa area até o inicio das avaliacdes, tendo sido vacinados contra ectima contagioso e
clostridioses.

Uma semana antes do inicio da avalia¢do os cordeiros e suas maes foram encaminhados
aos piquetes experimentais para adaptacdo. Os cordeiros machos foram abatidos ao atingirem
o peso de 32 kg apds jejum; as fémeas aos 32 kg foram retiradas da avaliagao.

O método de utilizacdo de pastagem foi o pastejo continuo com lotagdo varidvel; os
animais testes permaneceram continuamente na drea experimental e um ndmero variavel de
reguladores era utilizado para ajuste de taxa de lotacdo, realizado a cada 14 dias seguindo a
técnica “put and take” descrita por Mott e Lucas (5), procurando manter a massa seca de
folhas em 1000 kg/ha, afim de n@o limitar o consumo.

Os cordeiros suplementados em creep feeding receberam racdo concentrada farelada
contendo 20,4% de proteina bruta (PB), 74,7% de nutrientes digestiveis totais (NDT), 31,6%
de fibra em detergente neutro (FDN), 5,8% de fibra em detergente 4cido (FDA). A racdo
concentrada era fornecida uma vez ao dia, as 9 horas da manha.

A cada 14 dias os animais foram pesados e monitorados com relacdo as infecgdes
parasitarias, sendo everminados quando a contagem de ovos fosse superior a 700 ovos por
grama de fezes.

Foram realizadas duas avaliacdes de comportamento ingestivo, nos dias 29 de agosto e
11 de setembro de 2004, com inicio as 6:00 h e término as 18:00 h; no periodo da manha entre
6:00 h as 12:00 h e a tarde de 12:05 h as 18:00 h. O método utilizado foi descrito por
Jamieson e Hodgson (6), onde a cada 5 minutos era anotada a atividade momentinea dos
cordeiros: pastejo, ruminacdo, amamentacdo, acesso ao creep feeding, outras atividades
(consumo de 4gua, relacionamento com outros animais, 6cio, caminhar e dormir). Nas datas
de avaliacdo os cordeiros apresentavam idade média de 57 e 70 dias, respectivamente.

Na Tabela 1 sdo apresentadas os valores médios de quantidade de folhas, colmos e
inflorescéncia referentes as composicdes morfologica da pastagem nos dias de avaliagao,
segundo Ribeiro et al. (7).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o modelo de parcelas subdividida
considerando os dias de avaliagdo como subparcelas e os periodos de avaliagio como
subsubparcelas. A andlise de variancia e o teste de comparacdo de médias de Tukey foram
realizados pelo software estatistico ASSISTAT® 7.5 beta (8), considerando 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora tivesse sido proposta a quantidade de 1000 kg de massa verde seca de folhas
por hectare, essa meta ndo foi alcancada. O requerimento em consumo especifico de folhas
em pastagem por cordeiros nessa fase ndo esta estabelecido, nao sendo possivel afirmar se o
consumo de folhas foi limitado ou ndo. Observando o desempenho individual, publicado por
Ribeiro et al. (7), nota-se que os cordeiros que nao foram desmamados ganharam ao redor de
300 g.dia”’ comparados a 115 g.dia” para os desmamados no pasto durante esse periodo,
indicando que o pasto provavelmente ndo seja a mais importante fonte de nutrientes nessa
fase.

Nos dias em que foram realizadas as avaliagdes de comportamento, a pastagem
apresentava maior quantidade de colmos e inflorescéncia e menor quantidade de folhas
(Tabela 1), caracterizando o estagio reprodutivo da pastagem. No segundo dia de avaliacao
houve redu¢do da massa de laminas foliares devido a seca ocorrida neste periodo e ao ataque
de lagartas (Pseudaletia sequax) a pastagem. As condicdes climaticas foram desfavordveis
durante o periodo experimental, especialmente entre agosto e outubro, com precipitacdao
pluviométrica média em 1,76 mm, segundo dados do Sistema Meteorolégico do Parana
(SIMEPAR), levando ao desenvolvimento muito precoce da fase reprodutiva do azevém,
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ainda no inicio de setembro, o que normalmente deveria acontecer no més de novembro, ja
que o final de ciclo ocorre nesse més (1).

Tabela 1. Composicdo morfoldgica da pastagem de azevém nos dias 29/08/04 e 11/09/04

Componente Morfolégico 29/08/04 11/09/04
Kg MS/ha

Lamina foliar 562,3 2743

Colmos e bainhas 1065,2 9459

Inflorescéncia 8.3 45,85

Fonte: adaptado de Ribeiro et al., 2009 (7).

Na Tabela 2 encontram-se as médias estimadas e erro padrao das médias do tempo
diario de pastejo, ruminag¢do, amamentacdo, alimentacdo em creep feeding e outras atividades
dos cordeiros nos diferentes sistemas de produgao.

O tempo médio destinado ao pastejo foi de 389,2 min (Tabela 2), o que correspondeu a
54% das atividades didrias. Entretanto, os sistemas de produ¢do ndo tiveram efeito (p>0,1)
sobre o tempo de pastejo dos cordeiros, indicando que a presenca da mae e o fornecimento de
racdo concentrada em 1% de peso corporal (PC) em creep feeding, nao reduziram o tempo em
pastejo. Piazzetta et al. (’) avaliando cordeiros lactentes em diferentes sistemas de
suplementagao obtiveram reducdo no tempo de pastejo quando fornecida racdo concentrada
em 2% do PC em creep feeding em comparacdo aos nao suplementados, atribuindo esse
resultado ao possivel efeito de substituicio da pastagem pelo concentrado, o que
provavelmente ndo ocorreu neste trabalho devido ao menor nivel de suplementagdo. Ja
Bremm et al. (\°) observaram aumento de 23% no tempo de pastejo de bezerras pastejando
aveia e azevém com suplementacao de 1% PC, contrapondo os demais resultados.

Neste trabalho, a baixa qualidade e quantidade da pastagem oferecida, possivelmente
ndo deixaram o efeito dos sistemas se expressar. Bremm et al. (11) afirmaram que o material
selecionado pelos animais em pastejo depende de vérios fatores, entre eles a disponibilidade
de folhas no relvado; pois, quando o animal tem a possibilidade de consumir folhas, procura
por estas, mesmo quando a propor¢do na pastagem ¢é baixa, influenciando o comportamento
de pastejo.

No segundo dia avaliado, o tempo em pastejo foi superior (p<0,01), (Tabela 2). Isto
provavelmente ocorreu pelo aumento da necessidade didria de ingestdo de forragem
ocasionada pelo crescimento corporal dos cordeiros, e também possivelmente pela redugdo da
quantidade de folhas presente na pastagem (Tabela 1), exigindo que os cordeiros elevassem o
tempo em pastejo para atingir um nivel adequado de ingestdo de nutrientes. Gontijo Neto et
al. (12) afirmam que em pastejo, os animais demonstram preferéncia por locais com massa de
forragem e altura elevadas, com maior concentra¢ao de nutrientes para otimizar o consumo de
forragem, a menos que essa maior altura e massa estejam associados ao desenvolvimento
reprodutivo e forragem de baixo valor nutritivo. Independente do sistema de produgdo
avaliado, o tempo de pastejo correspondeu a atividade que mais demandou tempo durante o
dia. Sendo que este resultado foi semelhante ao encontrado na literatura (2).

O tempo médio em ruminacio foi de 162,9 min correspondendo a 23% das atividades
didrias. Os cordeiros em creep feeding passaram 92,4 min ruminando sendo este tempo,
inferior (p=0,014) aos demais sistemas (Tabela 2). Piazzetta (13), avaliando o comportamento
ingestivo de cordeiros desmamados recebendo niveis crescentes de suplemento observou
reducdo de 1% no tempo de ruminagdo a cada unidade percentual de elevacdo no
fornecimento do suplemento concentrado. Euclides e Medeiros (**y afirmam que a adi¢do de
pequenas quantidades de carboidratos ndo estruturais na dieta pode proporcionar beneficios
aos micro-organismos ruminais pelo fornecimento de energia e aumentando a efici€ncia
destes, reduzindo o tempo em ruminagao, confirmando os resultados aqui obtidos.
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Tabela 2. Médias estimadas e erro padrao da média para tempo didrio (min) destinado ao pastejo,
ruminagdo, mamada, alimentacdo em creep feeding e outras atividades de cordeiros terminados em
diferentes sistemas de producio.

. Cordeiro Cordeiro Creep Média Epm*
Slstema~de Datas desmamado lactente feeding P
producio ;
Minutos

29/Ago 379,4 350,8 311,4 347,28 12,9

Pastejo 11/Set 462,8 457,8 372,77 431,1* 18,7
Média 421,1 404,3 342,0 389,2 15,0

29/Ago 216,7 197,8 122,2 178.,9 16,0

Ruminacao 11/Set 201,1 176,2 63,5 146,9 23,8
Média 208,9? 187,0° 92,9° 162,9 14,38

29/Ago - 6,1 3,6 4,86 1,01

Amamentacio

11/Set - 9.1 8,6 8,83 1,80

Média - 7,6 6,1 6,8 1,07

29/Ago - - 36,4 36,4 6,3
Creep feeding 11/Set - - 109,8 109,8 21,48
Meédia - - 73,1 73,1 24,1

Outras 29/Ago 132,5 179,2 251,1 187,6* 19,4
atividades 11/Set 61,1 80,3 164,0 101,88 16,4
Média 96,8" 129,7° 207,6" 144,7 16,12

Meédias seguidas de letras maidscula diferentes na coluna (datas) diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Meédias seguidas de letras mintscula diferentes na linha (sistemas) diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
* Erro padrao da média

Van Soest (15) indica que o tempo de ruminacao € influenciado pela natureza da dieta e
parece ser proporcional ao teor de parede celular dos volumosos. Da mesma forma, Dado e
Allen (*°) declaram que a forma fisica da dieta influencia nos processos de mastigacido e
ruminagdo, sendo que alimentos concentrados reduzem o tempo de ruminacao, enquanto que
volumosos com alto teor de parede celular tendem a aumentar o tempo de ruminacao.

Nos sistemas onde os cordeiros permanecem junto as maes, o tempo médio em
amamentacdo foi de 6,8 min o que corresponde a 1% das atividades didrias, sendo que o
fornecimento de ragcdo concentrada em creep feeding, nao afetou (p>0,1) o tempo de
amamentacdo (Tabela 2). Esses resultados foram semelhantes aos observados por Piazzetta
(13) que nao encontrou diferenca no tempo de amamentagdo comparando os sistemas de
cordeiros lactentes, em creep feeding e em creep grazing. Considera-se ainda que, como as
datas de avaliacdes foram bem proximas, isso pode ter influenciado na nao observacdo no
efeito dos sistemas sobre a amamentacdo entre os dias avaliados.

Gordon e Siegmann (17) afirmam que nas primeiras semanas de vida os cordeiros
mamam de 1 a 2 vezes por hora e cada mamada tem duracdo de aproximadamente 3 minutos.
Quando os animais vao crescendo, a freqiiéncia das mamadas vai diminuindo, provavelmente
pela diminuicdo de leite da ovelha e também pelo fato dos cordeiros gastarem 50% do tempo
se alimentando por meio de outras fontes de nutrientes (pastagem ou ragdo). Os autores
também ressaltam que a partir da 5% semana de vida os cordeiros vdo mamar uma vez a cada
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duas horas e entre a 8* e 10* semanas de vida, apenas 25% dos nutrientes consumidos pelos
cordeiros serd proveniente do leite materno.

Comparando trés sistemas de producdo de cordeiros com idade entre 50 e 60 dias, em
pastagem de Tifton-85, Poli et al. (18) afirmaram que o tempo gasto com a amamentagdo foi
relativamente baixo (6,7% do tempo para os cordeiros com suas maes sem creep feeding e
5,8% do tempo para os suplementados), concordando com o trabalho em questao.

Foi notado que a avaliacdo do tempo de amamentacdo por meio da metodologia de
anotagdo da atividade momentanea, com intervalos de 5 ou 10 minutos, pode ndo ser a melhor
forma de registro dessa atividade, e talvez fosse mais adequado o uso de observacdo continua
do comportamento nesse caso. Segundo Martin e Bateson (19), o método mais propicio para
avaliar o tempo de mamada de determinada espécie animal é mensurar a duracdo desta
atividade.

Apesar disso, e mesmo nao tendo sido mensuradas a quantidade de leite ingerida e suas
propriedades nutricionais, pode-se afirmar que a presenca da mae foi importante para os
cordeiros nessa fase em funcdo do desempenho individual. Ribeiro et al. (20) mostraram que
o desempenho dos cordeiros lactentes independente de receberem suplementacdo € mais
elevado que os cordeiros desmamados em pastagem.

Para o sistema em creep feeding, o tempo que os cordeiros permaneceram consumindo
o suplemento foi de 73,1 min, correspondendo a 10% das atividades didrias dos cordeiros
(Tabela 2).

O tempo médio em outras atividades foi de 144,7 min correspondendo a 20% das
atividades didrias dos cordeiros, sendo que o sistema de creep feeding possibilitou a elevagcao
(p=0,0103) do tempo em outras atividades para 207,6 min (Tabela 2). Isso possivelmente
ocorreu devido a tendéncia do tempo de pastejo destes cordeiros ser inferior aos demais.

Na Tabela 3, apresenta-se o tempo para as atividades de pastejo, ruminagio,
amamentagdo, alimentacdo em creep feeding e outras atividades, nos periodos da manha e
tarde, dos cordeiros nos sistemas de producdo. Obteve-se tempo de pastejo, no periodo da
tarde, de 217,9 min e no periodo da manha, de 171,2 min. O maior (p<0,001) tempo de
pastejo no periodo da tarde provavelmente ocorreu em funcao de que as temperaturas estavam
mais amenas no final da tarde. Starling et al. (21) concluiram que a temperatura mais amena
ap6s as 16:00 horas foi responsavel pelo maior tempo em pastejo no periodo da tarde. Da
mesma forma, Champion, Rutter e Penning (22) afirmam que, no final da tarde, ocorre maior
concentracdo de matéria seca e carboidratos soluveis nas folhas devido aos processos
fotossintéticos ocorridos durante o dia, sendo este outro fator que possivelmente elevou o
tempo em pastejo no periodo da tarde.

As demais atividades realizadas pelos cordeiros demandaram menor tempo durante o
dia em relacdo ao pastejo e foram distribuidas de forma homogénea entre os periodos da
manha e tarde (Tabela 3). Isto indica que possivelmente a maior ocorréncia destas atividades
seja no periodo noturno, nao avaliado neste experimento. Sarmento (23) observou em bovinos
em pastagem tropical, um periodo de ruminacdo apds cada periodo de pastejo, porém com
maior concentracdo daquela atividade durante a noite. Da mesma forma, Zanine et al. (24)
obtiveram maior tempo de 6cio e ruminacao no periodo noturno.
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Tabela 3. Médias estimadas e erro padrdo da média para tempo (min) destinado ao pastejo, ruminacao,
mamada, alimentacdo em creep feeding e outras atividades durante os periodos da manha e tarde, para
os cordeiros terminados em diferentes sistemas de producdo

Sisterna de ) Cordeiro Cordeiro Cre‘ep Média Epm*
~ Periodos desmamado lactente feeding
producido :
Minutos
Manha 193,9 180,6 139,3 171,2° 12,9
Pastejo Tarde 2272 223.8 202,8 217,9* 18,7
Média 210,6 202,2 171,0 194,6 15,8
Manha 103,1 91,7 42,6 79,1 16,0
Ruminacao Tarde 105,8 95,3 50,3 83,8 23,8
Média 104,4 93,5 46,4 81,5 19,9
Manha - 4,1 34 3,7 0,9
Amamentagao Tarde - 3,5 2,7 3.1 1,6
Média - 3,8 3,0 34 1,3
Manha - - 39,1 39,1 6,0
Creep feeding Tarde - - 34,0 34,0 39,0
Média - - 36,5 36,5 22,5
o Manha 39,6 58,7 110,9 69,7 194
outras Tarde 5722 710 96.7 750 164
atividades )
Média 48,4 64,9 103,8 72,3 17,9

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna (sistemas) diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Meédias seguidas de letras maitsculas diferentes na linha (periodos) diferem (p<0,05) pelo teste de Tukey.
* Erro padrao da média

CONCLUSAO

O sistema de produgdo de cordeiros afeta as atividades comportamentais dos cordeiros,
sendo que a inclusdo da ragdo farelada na dieta dos cordeiros lactentes reduz o tempo de
ruminagdo. As atividades realizadas pelos animais ao longo do dia s@o distribuidas de forma
homogénea sem sofrer efeito de turno, exceto quanto ao pastejo. Em situa¢des de menor
disponibilidade e qualidade da forragem, os animais apresentam estratégias alimentares
compensatdrias, aumentando o tempo de pastejo visando manter a ingestao de forragem.

REFERENCIAS

1. Flores RA, Dall’ Agnol M, Nabinger C, Montardo DP. Producdo de forragem de
populacdes de azevém anual no Estado do Rio Grande do Sul. Rev Bras Zootec.
2008;37:1168-75.

2. Camargo DG, Rocha MG, Kozloski GV, Elejalde DG, Bremm C, Pétter L, et al. Consumo
de forragem por cordeiras suplementadas em pastagem de milheto. Cienc Rural.
2009;39:509-14.

3. Van Rees H, Hutson GD. The behaviour of free-ranging cattle on an alpine range in
Australia. ] Range Manage. 1983;36:740-3.

4. Zanine AM, Santos EM, Parente HN, Ferreira DJ, Cecon PR. Comportamento ingestivo
de bezerros em pastos de Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens. Cienc Rural.
2006;36:1540-5.

Ribeiro TMD et al. Comportamento ingestivo de cordeiros em sistemas de producdo em pastagem de Azevém.
Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 117-126.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 125

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Mott GO, Lucas HL. The design, conduct and interpretation of grazing trials on cultivated

and improved pastures. In: Proceedings of the 6° International Grassland Congrees; 1952,
Pensylvania. Pensylvania: State College Press; 1952. p.1380-5.

. Jamieson WS, Hodgson J. The effect of daily herbage allowance and sward characteristics

upon the ingestive behaviour and herbage intake of calves under strip-grazing dairy cows.
Grass Forage Sci.1979;34:69-77.

. Ribeiro TMD, Monteiro ALG, Poli CHEC, Moraes A, Silva ALP, Barros CS.

Caracteristicas da pastagem de azevém e produtividade de cordeiros em pastejo. Rev Bras
Zootec. 2009;38:580-7.

. Assisténcia Estatistica. ASSISTAT - Versdo 7.5 beta [Internet]; 2008 [acesso 2009 Fev

13]. Disponivel em: http://www.assistat.com/indexp.html

. Piazzett HVL, Monteiro ALG, Ribeiro TMD, Carvalho PCF, Dittrich JR, Silva CJA.

Comportamento ingestivo e consumo de forragem de cordeiros em terminacdo a pasto.
Acta Sci Anim Sci. 2009;31:227-34.

Bremm C, Rocha MG, Rastle J, Pilau A, Montagner DB, Freitas FK, et al. Efeito de
niveis de suplementagdo sobre o comportamento ingestivo de bezerras em pastagem de

Aveia (Avena strigosa Schreb.) e Azevém (Lolium multiflorum Lam.). Rev Bras Zootec.
2005;34:387-97.

Bremm C, Silva JHS, Rocha MG, Elejalde DAG, Oliveira Neto RA, Confortin ACC.
Comportamento ingestivo de ovelhas e cordeiras em pastagem de azevém-anual sob
niveis crescentes de suplementag¢do. Rev Bras Zootec. 2008;37:2097-106.

Gontijo Neto MM, Euclides VPB, Nascimento Junior D, Miranda LF, Fonseca DM,
Oliveira MP. Consumo e tempo didrio de pastejo por novilhos Nelore em pastagem de
capim-tanzania sob diferentes ofertas de forragem. Rev Bras Zootec, 2006;35:60-6.

Piazzetta HVL. Comportamento ingestivo de cordeiros em sistemas de suplementacdo
[dissertacdo]. Curitiba: Universidade Federal do Paran4; 2009.

Euclides VPB, Medeiros SR. Suplementacdo animal em pastagens e seu impacto na
utiliza¢do da pastagem. In: Pedreira CGS, Moura JC, Silva SC, Faria VP, editores. Anais
do 22° Simpdsio sobre Manejo de Pastagens; 2005, Piracicaba. Piracicaba: FEALQ;
2005. p.33-70.

Van Soest PJ. Intake. In: Nutricional ecology of the ruminant. Gevallis: O&B Books;
1994. cap.21, p.337-53.

Dado RG, Allen MS. Variation in and relationship among feeding, chewing, and drinking
variables for lactating dairy cows. J Dairy Sci. 1995;77:132-44.

Gordon K, Siegmann M. Suckling behaviour of ewes in early lactation. Physiol Behav.
1991;50:1079-81.

Ribeiro TMD et al. Comportamento ingestivo de cordeiros em sistemas de producdo em pastagem de Azevém.
Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 117-126.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 126

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Poli CHEC, Monteiro ALG, Gomes CS, Dittrich JR, Gilaverte, Piazzetta HVL. Grazing
behaviour of lambs submitted to different production systems. In: Proceedings of the 20°
International Grassland Congress; 2005, Ireland. Ireland: United Kingdom; 2005. p.514.

Martin P, Bateson P. Measuring behaviour. 2nd ed. Cambridge: Cambridge University
Press; 1993.

Ribeiro TMD, Monteiro ALG, Prado OR, Natel AS, Salgado JA, Piazzetta, HVL, et al.
Desempenho animal e caracteristicas das carcacas de cordeiros em quatro sistemas de
producdo. Rev Bras Saude Prod Anim. 2009;10:366-78.

Starling JMC, Silva RG, Ceron-Munoz M, Barbosa GSSC, Costa MJRP. Anadlise de
algumas varidveis fisiolégicas para avaliacdo do grau de adaptacdo de ovinos submetidos
ao estresse por calor. Rev Bras Zootec. 2002;31:2070-7.

Champion RA, Rutter SM, Penning PD. Temporal variation in grazing behavior of sheep
and the reliability of sampling periods. Appl Anim Behav Sci. 1994;42:99-108.

Sarmento DOL. Comportamento ingestivo de bovinos em pasto de capim-marandu
submetidos a regime de lotagdo continua [dissertacdo]. Piracicaba: Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo; 2003.

Zanine AM, Santos EM, Parente HN, Ferreira DJ, Cecon PR. Comportamento ingestivo
de bezerros em pastos de Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens. Cienc Rural.
2006;36:1540-5.

Recebido em: 16/02/2012
Aceito em: 07/11/2013

Ribeiro TMD et al. Comportamento ingestivo de cordeiros em sistemas de producdo em pastagem de Azevém.
Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 117-126.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 127

A SUBSTITUICAO DO MEIO TCM PELO MEIO BARC, SUPLEMENTADO COM
SFB, BSA OU PVA, PARA A MATURACAO DE OOCITOS BOVINOS IN VITRO,
NAO INCREMENTA A SUBSEQUENTE PRODUCAO DE BLASTOCISTOS

Jéssica de Oliveira Caldeira'
Diego Gouvéa de Souza’
Renata Sanches Calegari’
Daniela Martins Paschoal®
José Mateus Sudano®

Alicio Martins Jdnior'

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do meio de cultivo de embrides
bovinos “Beltsville Agriculture Research Center” (BARC), suplementado com SFB, BSA e
PVA, separadamente, sobre a maturacdo de odcitos in vitro, evidenciada pela taxa de
clivagem e formagdo de blastocistos em diferentes estdgios de desenvolvimento. Trés
experimentos foram efetuados, de acordo com o seguinte delineamento experimental: exp.1:
SFB foi adicionado ao meio BARC nas concentracdes de 0, 5 e 10%; exp. 2: BSA foi
adicionada ao meio BARC nas concentracoes de 0, 4 e 8 mg/mL; exp. 3: PVA foi adicionado
ao meio BARC nas concentracdes de 0, 0,5 e 1 mg/mL. O meio de cultura TCM 199,
acrescido de bicarbonato, piruvato, gentamicina, FSH, LH e SFB, foi utilizado como grupo
controle. Os odcitos, obtidos de ovarios de vacas destinadas ao abate comercial, foram
selecionados em meio PBS e, a seguir, maturados em meio BARC acrescido de FSH, LH,
gentamicina e as respectivas macromoléculas. A selecdo espermadtica foi realizada em
gradiente de Percoll, utilizando o meio TALP para a FIV. O cultivo in vitro dos embrides foi
em meio SOF modificado; todas as etapas foram realizadas em incubadora a 5% de CO, em
ar, a 38,7 °C, atmosfera umida. O nimero de odcitos que clivou e atingiu os estigios de
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido foi registrado, respectivamente, as 72
e 168 horas pds-inseminacdo. ANOVA e teste ¢ de Bonferroni foram empregados para a
andlise estatistica, com P<0,05 sendo considerado significativo. Maior porcentagem (P<0,05)
de odcitos que clivaram foi observada no grupo TCM + SFB do que nos grupos maturados em
meio BARC com SFB ou BSA, independentemente da concentragdo adotada. Contudo, a taxa
de fertilizagc@o foi similar entre os grupos BARC + PVA com 1 mg/mL (85,7%) e TCM +
SFB (90,8%). Diferenga significativa (P<0,05) foi constatada entre os grupos para o
desenvolvimento de blastocistos, com o grupo TCM + SFB produzindo um maior nimero de
blastocistos, em diferentes estdgios (resultados variando de 47,4 a 51,4%) em comparagao
com os grupos utilizando BARC + SFB (4,1 a 19,7%), BSA (1,4 a 5,6%) e PVA (5,7 a
10,6%). Concluindo, o meio BARC suplementado com diferentes fontes de macromoléculas
nao foi eficiente em promover adequada maturacdo dos odcitos bovinos in vitro, resultando
em uma baixa taxa de fertilizacdo e de produgdo de blastocistos, em comparagdo com o meio
TCM + SFB.

Palavras-chave: meio TCM, meio BArc, maturag@o de odcitos, bovinos
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REPLACING TCM WITH BARC MEDIUM SUPPLEMENTED WITH FCS, BSA OR
PVA FOR IN VITRO OOCYTE MATURATION DID NOT SUPPORT SUBSEQUENT
BLASTOCYST PRODUCTION

ABSTRACT

This study was carried out to assess the influence of bovine embryo culture medium Beltsville
Agriculture Research Center (BARC), supplemented with FCS, BSA or PVA, on the in vitro
oocyte maturation, evidenced by cleavage rate and blastocysts production at different
developmental stages. Three experiments were performed, as follows: exp.1: addition of FCS
to BARC medium at concentrations of 0, 5 and 10%; exp. 2: addition of BSA to BARC
medium at concentrations of 0, 4 and 8 mg/ml; exp. 3: addition of PVA to BARC medium at
concentrations of 0, 0.5 and 1.0 mg/ml. TCM 199 supplemented with bicarbonate, pyruvate,
gentamicin sulfate, FSH, LH and FCS was used as control group. Oocytes obtained from cow
ovaries at slaughterhouse were selected in PBS, and then matured in BARC medium
supplemented with FSH, LH and gentamicin sulfate, according to the experimental design.
Percoll gradient was used for sperm selection and TALP medium for IVF. In vitro embryo
culture was in SOF-m medium; a humidified atmosphere with 5% CO,, in air, at 38.7°C was
used for all steps. The number of oocytes reaching blastocyst, expanded blastocyst, and
hatched blastocyt stages was recorded, respectively at 72 and 168 h post-insemination.
ANOVA and Bonferroni ¢ test were used to determine differences among groups. Differences
of P<0.05 were taken as significant. Higher percentage (P<0.05) of cleaved oocytes was
observed in group TCM + FCS than for the other groups matured in BARC supplemented
with FCS or BSA, regardless the concentration used. However, the cleavage rate was similar
between groups BARC plus PVA with 1 mg/ml (85.7%) and TCM + FCS (90.8%).
Significant difference was found among groups for the production of blastocysts, with the
control group yielding a higher number of blastocysts (results ranging from 47.4 to 51.4%, in
comparison with groups using BARC + FCS (4.1 to 19.7%), BSA (1.4 to 5.6%) and PVA (5.7
to 10.6%). In conclusion, BARC medium supplemented with different macromolecules did
not promote a beneficial effect on in vitro oocyte maturation, resulting in lower rate of
cleavage and blastocyst production when compared with TCM + FCS medium.

Keywords: TCM medium, Barc medium, oocity maturation, bovines

SUSTITUCION DE TCM POR BARC, ENRIQUECIDO CON SFB, BSA O PVA,
PARA LA MADURACION DE OVOCITOS BOVINOS IN VITRO NO
INCREMENTA LA PRODUCCION POSTERIOR DE BLASTOCISTOS

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo verificar la influencia del medio de cultivo de
embriones bovinos "Beltsville Agriculture Research Center” (BARC), complementado con
SFB, BSA o PVA, en la maduracion in vitro de ovocitos, evidenciado a través de la tasa de
fecundacion y formacion de blastocistos en diferentes etapas de desarrollo. Se realizaron tres
experimentos, a saber: EXP 1: SFB afiadido al medio BARC en concentraciones de 0, 5 y
10%; EXP 2: BSA anadido al medio BARC en concentraciones de 0, 4 y 8 mg/ml; EXP. 3:
PVA se utiliz6 en el medio BARC en concentraciones de 0, 0.5 y 1 mg/ml. El medio de
cultivo TCM 199 con piruvato, gentamicina, FSH, LH y SFB se utiliz6 como grupo control.
Los ovocitos, obtenidos de ovarios de vacas enviadas al matadero, se seleccionaron en medio
PBS y luego fueron madurados en medio BARC con FSH, LH, gentamicina y distintas
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macromoléculas. La seleccion del esperma se hizo con gradiente de Percoll, utilizando el
medio TALP para la fecundacion in vitro. Los embriones fueron cultivados en medio SOF
modificado; ovocitos yembriones fueron incubados a 38,7°C, 5% de CO2 en aire y atmosfera
himeda. El nimero de ovocitos que fertilizaron y alcanzaron los estadios de blastocisto,
blastocisto expandido y blastocisto eclosionado, respectivamente, se registraron 72 y 168
horas post inseminacion. Andlisis de varianza y la prueba t de Bonferroni se utilizaron para el
andlisis estadistico, con P<0.05. Porcentaje més alto (P<0.05) de ovocitos que clivaram fue
observada en el grupo TCM + SFB que en los grupos madurados en medio BARC con SFB o
BSA, independientemente de la concentracion utilizada. Sin embargo, la tasa de fecundacién
fue similar entre grupos BARC + PVA con 1 mg/ml (85,7%) y TCM + SFB (90,8%).
Diferencia significativa (P<0.05) se encontré entre los grupos para el desarrollo de
blastocistos, con el grupo TCM + SFB produciendo un mayor nimero de blastocistos, en
diferentes estadios (resultados que van desde 47,4 a 51,4%) en comparacion con los grupos
utilizando BARC + SFB (4,1 a 19,7%), BSA (1,4 a 5,6%) y PVA (5,7 a 10,6%). En
conclusién, el medio BARC complementado con diferentes macromoléculas no fue eficiente
en la promocion de una adecuada maduracion de ovocitos bovinos in vitro, resultando en una
tasa de fecundacion y produccién de blastocistos baja, en comparacién con el medio TCM con
SFB.

Palabras clave: medio TCM, medio BARC, maduracién de ovocitos, bovinos
INTRODUCAO

Desde o primeiro sucesso de fertilizacao in vitro, em bovinos (1), muitos pesquisadores
tém direcionado estudos para definir as condi¢des ideais de cultura de embrides, contudo, o
aprimoramento do meio de maturacao in vitro (MIV) de odcitos, ainda se faz necessario, uma
vez que a taxa de desenvolvimento embriondrio até o estdgio de pré-implantacdo raramente
ultrapassa 30-40%.

As condi¢des de cultura utilizadas para dar suporte a MIV alteram profundamente o
subsequente desenvolvimento do embrido (2), diminuindo a oferta de odcitos competentes. A
MIV de od6citos € uma etapa limitante na produgao in vitro (PIV) de embrides. Em condicdes
in vivo, a maturacdo oocitdria € um processo induzido, altamente orquestrado, no qual o
aprisionamento meidtico, mediado pelo c-AMP, é sobrepujado pela onda de gonadotrofina
antes da ovulagao (3).

Segundo Van Blerkom, Bell e Weipz (4), a competéncia para o desenvolvimento do
odcito estd relacionada com a organizagdo do citoplasma ao estdgio de vesicula germinativa.
A maturacdo do odcito envolve a retomada da meiose, a partir da préfase I (estdgio de
vesicula germinativa) até a extrusdao do primeiro corpusculo polar (metafase II), expansao das
células do cumulus e maturagdo do citoplasma para dar suporte a fertilizacdo e ao
desenvolvimento do embrido (5). O estdgio final de maturacdo do odcito é de natureza
dinamica, significando que os complexos cumulus-oocito (CCOs) requerem diferentes
componentes, tais como: dcidos graxos, aminodcidos, eletrdlitos, purinas, piramidinas e
metabolitos. Os CCOs maturos consomem duas vezes mais glicose, oxigénio e piruvato do
que os imaturos (6).

As células do cumulus fornecem ao odcito nutrientes e sinais regulatérios que facilitam
a progressdao da maturacdo, especialmente, da maturagdo nuclear. Entretanto, fatores
secretados pelo odcito permitem a diferenciacao das células do cumulus, a partir das células
murais da granulosa, além da mucificagdo da camada de células do cumulus (7). Bender et al.
(8) demonstraram que, os metabdlitos presentes no liquido intrafolicular podem afetar a
maturacdo do odcito e subsequente desenvolvimento até blastocisto. Segundo Gendelman et
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al. (9), existe um efeito sazonal deletério sobre a competéncia de desenvolvimento do odcito,
com um maior desenvolvimento embriondrio na estacdo do inverno do que na do verdo, com
clivagem retardada e variacdo na expressao génica na estacao quente.

Durante a maturacdo as mitocondrias estdo sintetizando ATP para que ocorra a sintese
proteica necessdria para promover a maturacao e, posterior, desenvolvimento embrionario (2).
De acordo com Yurttas, Morency e Coonrod (10), os odcitos transcrevem e estocam uma
grande quantidade de material que nao tem um papel seletivo na oogénese, mas, ao contrario,
sdo importantes para a regulacdo da embriogénese.

O meio de cultura de tecidos TCM 199 € largamente empregado na MIV de odcitos
bovinos. Assim, a suplementacdo com 10% de SFB (11-18), 5% de SFB (19), 3 mg/mL de
polivinilpirrolidona (20), 10% de soro de vaca no cio (21), 0,1% de BSA ou 0,1% de PVA
(22), 3 mg/mL de BSA ou 10% de SFB (23), 10% de SFB ou 1 mg/mL de PVA (24) tem sido
relatada. Porém, trata-se de um meio complexo, com cerca de 60 componentes em sua
formulacao.

Desta forma, torna-se relevante investigar os efeitos da maturacdo de od6citos bovinos
em meio BARC (25), acrescido de SFB, BSA ou PVA. Este meio tem sido utilizado na etapa
de cultura de embrides produzidos a partir de transferéncia nuclear de células sométicas em
procedimento usual de cultivo in vitro (CIV) de embrides (26-28). Entretanto, seu emprego
como meio base para a MIV de odcitos bovinos ndo estd relatado na literatura, evidenciando o
mérito cientifico e motivagdo da presente averiguacao.

Este estudo teve como objetivo verificar a influéncia de diferentes concentracdes de
SFB, BSA e PVA, adicionados separadamente ao meio BARC, sobre a maturacdo de odcitos
bovinos in vitro, avaliando-se a taxa de clivagem e o desenvolvimento embriondrio até os
estdgios mais avancados de blastocisto.

MATERIAL E METODOS
Colheita de oécitos e maturacao in vitro (MIV)

Ovirios de vacas foram colhidos de animais abatidos em frigorifico, no maximo 30
minutos apdés o sacrificio. O transporte foi feito em garrafa térmica contendo solucdo
fisiologica a temperatura de 30 a 33 °C. Foliculos de 2 a 7 mm de didmetro foram
puncionados utilizando-se agulha calibre 18 G e seringa de 10 mL. O liquido folicular foi
colocado em tubo de centrifuga de 15 mL e mantido a 37 °C, em Banho-Maria, para
sedimenta¢do. Todos os procedimentos subsequentes foram conduzidos a temperatura
ambiente.

A maturacdo dos odcitos foi realizada de acordo com Martins Jr., Keskintepe e Brackett
(29), com modificagdes. Odcitos contendo citoplasma homogéneo e pelo menos 3 a 4
camadas de células do cumulus foram lavados (trés vezes) e selecionados em meio PBS com
sulfato de gentamicina.

Apoés a selecdo, grupos de odcitos foram transferidos aleatoriamente para as gotas de
meio de maturac¢do (100 pL), sob 6leo mineral. Dois meios base foram utilizados para a MIV.
O meio TCM, suplementado com bicarbonato de sédio, piruvato, glutamina, penicilina, 1
pg/mL de FSH (Folltropin-V®, Bioniche Inc, Canadd), 5 pg/mL de LH (Lutropin®, Bioniche
Inc., Canadd) e SFB (10%), constituiu o grupo controle. O meio BARC foi constituido pelos
mesmos componentes do grupo controle, contudo, foi acrescido de diferentes concentragdes
de SFB, BSA ou PVA, como se segue: exp.l: SFB foi adicionado ao meio BARC nas
concentracdes de 0, 5 e 10%; exp. 2: BSA foi adicionada ao meio BARC nas concentragdes
de 0, 4 e 8 mg/mL; exp. 3: PVA foi adicionado ao meio BARC nas concentragdes de 0, 0,5 e
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1 mg/mL. A incubacdo foi conduzida em estufa de cultura (Forma Scientific, USA), em
atmosfera imida, a 5% CO,, em ar, a 38,7 °C, por 24 horas.

Preparacio do sémen e fertilizacio in vitro (FIV)

Para a selecdo espermatica foi utilizada a técnica de gradiente de Percoll (Nutricell,
Campinas, Brasil). Desta forma, em tubo de centrifuga de 15 mL foi adicionado o volume de
1 mL de Percoll a 45% e, em seguida, no fundo do tubo, 1 mL de Percoll a 90%, sendo entdo,
colocado em estufa de CO,, por 2 horas. Apds esse periodo, uma palheta de s€men, de um
unico touro da raca Simental, foi descongelada em &4gua a 37 °C, por 30 segundos; em
seguida, 400 pL. do sémen foram depositados sobre a solugdo de Percoll a 45% e o tubo
centrifugado a 700x g, por 20 minutos.

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido, os espermatozoides re-suspendidos
em 3 mL de meio TALP e centrifugados (250x g), por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento diluido em 50 pL de meio FIV (TALP + PHE + heparina).
Posteriormente, foi realizada a contagem espermética em camara de Neubauer, bem como
avaliada a motilidade e o vigor. Grupos de 20 odcitos foram coincubados com
espermatozdides (concentragdo final de 2,0 x 10%mL x motilidade), em gotas de meio FIV,
sob dleo mineral, em atmosfera imida a 5% de CO,, em ar, a 38,7 °C, por 20 horas.

Cultura in vitro (CIV)

Ao término da etapa de inseminacdo, as células do cumulus foram parcialmente
removidas, por pipetagens sucessivas, € os provaveis zigotos transferidos para gotas (100 pL)
de meio de cultura SOF-m (modificado). Decorridas 72 horas pds-inseminagdo (hpi), a
clivagem foi verificada e 50% do meio de cultura foi substituido por meio fresco, sendo o
procedimento repetido novamente as 120 hpi. A etapa de cultura (CIV) também foi realizada
sob as mesmas condi¢cdes de atmosfera descritas para MIV e FIV. O desenvolvimento
embriondrio foi monitorado, a fim de se avaliar os o6citos maturados que fertilizaram (72 hpi)
e alcancaram os diferentes estdgios de blastocisto as 168 hpi, respectivamente.

Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos cinco vezes (minimo de 70 odcitos/grupo), sendo os
dados analisados pelo "software" (SAS/STAT). ANOVA foi aplicada para avaliar diferencas
estatisticas e o teste ¢ de Bonferroni para determinar diferencas entre os grupos. Cada estigio
de desenvolvimento foi tomado como a proporcdo de odcitos maturados chegando aos
estdgios indicados, registrado, também, em porcentagem. Diferencas de P<0,05 foram
consideradas significativas.

RESULTADOS

A taxa de clivagem e a producdo de blastocistos foram avaliadas, apds a maturacdo in
vitro de odcitos em meio BARC, suplementado com diferentes concentragdes de SFB, BSA
ou PVA, em comparagdo com o grupo controle (TCM + SFB). Os resultados obtidos no
experimento 1 sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Influéncia de diferentes concentragdes de SFB, adicionadas ao meio BARC de
maturacdo de odcitos bovinos, em comparacdo com o meio TCM suplementado com 10% de
SFB, sobre o subsequente desenvolvimento embriondrio in vitro.

Desenvolvimento embrionario (% de odcitos)

Grupos n C B/Bx/Be
72 h* 168 h**

TCM + SFB 71 62 (87,3)° 35 (49,3)"
BARC + SFB 0% 73 54 (74,0)° 03 (4,1)°
BARC + SFB 5% 71 51 (71,8)° 08 (11,3)°
BARC + SFB 10% 71 54 (76,0)° 14 (19,7)°
¢ Diferentes letras na coluna denotam diferenca significativa (P<0,05).
*Clivagem

** B (Blastocisto), Bx (Blastocisto expandido), Be (Blastocisto em eclosdo).

Uma maior clivagem (87,3%), P<0,05) foi observada no grupo TCM + SFB do que nos
grupos tendo o BARC como meio base; porém, resultados similares foram obtidos entre os
tratamentos com BARC a 0 (74,0%), 5 (71,8%) ou 10% (76,0%) de SFB. Diferenca
significativa foi constatada entre os grupos para o nimero de blastocistos, sendo que o grupo
TCM + SFB produziu maior porcentagem de embrides (49,3%) em comparacdo com 0s
grupos com 0 (4,1%), 5 (11,3%) e 10% (19,7%) de SFB em meio BARC. Nenhuma diferenca
foi encontrada entre os grupos 5 e 10%, contudo, os resultados foram superiores aos obtidos
no grupo com 0% de SFB. Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados observados no
experimento 2.

Tabela 2. Influéncia de diferentes concentracdes de BSA, adicionadas ao meio BARC de
maturagdo de odcitos bovinos, em comparacdo com o meio TCM suplementado com 10% de
SFB, sobre o subsequente desenvolvimento embrionario in vitro.

Desenvolvimento embrionario (% de od6citos)

Grupos n C B/Bx/Be
72 h* 168 h

TCM + SFB 70 66 (94,3)* 36 (51,4)*
BARC + BSA 0 mg/mL 72 47 (65,3)° 01 (1,4)°
BARC + BSA 4 mg/mL 84 56 (66,7)° 02 (2,4)°
BARC + BSA 8 mg/mL 72 54 (75,0)° 04 (5,6)°
% Diferentes letras na coluna denotam diferenca significativa (P<0,05).

*Clivagem

** B (Blastocisto), Bx (Blastocisto expandido), Be (Blastocisto em eclosdo).

Maior taxa de fertilizagao (P<0,05) foi observada no meio TCM suplementado com
10% de SFB do que nos grupos de tratamento com BARC, independentemente da
concentracdo de BSA, com resultados similares entre os grupos com 0 (65,3%), 4 (66,7%) e 8
(75,0%) mg/mL de BSA. Da mesma forma, maior porcentagem de blastocistos (P<0,05) foi
obtida no grupo TCM + SFB em comparagdo com os tratamentos em meio BARC, sem
diferenga significativa entre esses. Os dados do experimento 3 acham-se sumarizados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Influéncia de diferentes concentracdes de PVA, adicionadas ao meio BARC de
maturacdo de odcitos bovinos, em comparacdo com o meio TCM suplementado com 10% de
SFB, sobre o subsequente desenvolvimento embriondrio in vitro.

Desenvolvimento embrionario (% de odcitos)

Grupos n C B/Bx/Be
72 h* 168 h

TCM + SFB 76 69 (90,8)" 36 (47,4)
BARC + PVA 0 mg/mL 73 55 (75,3)° 06 (8,2)°
BARC + PVA 0,5 mg/mL 94 74 (78,7)b 10 (10,6)b
BARC + PVA 1 mg/mL 70 60 (85,7)° 04 (5,7)°
“Diferentes letras na coluna denotam diferenca significativa (P<0,05).
*Clivagem

** B (Blastocisto), Bx (Blastocisto expandido), Be (Blastocisto em eclosdo).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos de tratamento com TCM + SFB e
BARC (1 mg/mL de PVA) para as porcentagens de odcitos que clivaram, contudo, estes
grupos produziram uma maior porcentagem de odcitos fertilizados (P<0,05) as 72hpi do que
os grupos 0 e 0,5 mg/mL de PVA. Em relacdo ao nimero de blastocistos, o resultado
observado no grupo TCM + SFB foi superior (P<0,05) aos observados nos grupos de
tratamento com PVA, porém, nenhuma diferenca estatistica foi constatada entre os
tratamentos com diferentes concentracdes de PVA.

DISCUSSAO

Sendo o processo de maturacdo de odcitos in vitro uma etapa crucial na PIV de
embrides, € de se esperar que, quanto mais apropriado for o meio de maturacio, simulando o
ambiente folicular e/ou tubdrico, maior serd a probabilidade de sucesso na etapa de
fertilizacdo e, consequentemente, na de formacdo de blastocistos. Desta forma, este estudo
verificou os efeitos do meio BARC, comumente utilizado para cultura de embrides clonados,
suplementado com SFB, BSA ou PVA, sobre a MIV de o6citos bovinos.

Embora os resultados de clivagem e de producdo de blastocistos tenham sido muito
baixos com o emprego do meio BARC, este € o primeiro relato da utilizagdo desse meio de
cultura para a MIV de odcitos de bovinos. Por outro lado, o meio controle (TCM + SFB)
mostrou-se eficiente, como evidenciado pelos resultados obtidos, em comparacdo com
aqueles verificados com a utilizacdo de meio BARC, independentemente da macromolécula
adicionada. Interessante que, a composi¢cdo do meio BARC € similar a composi¢do do meio
SOF, o qual tem sido utilizado para a MIV de odcitos bovinos. Diferem basicamente pela
presenca de alguns aminodcidos (glicina, alanina e taurina) e sorbitol no meio BARC.

Como ndo existe mengdo na literatura sobre a utilizacdo do meio BARC na MIV de
odcitos, a comparacdo dos dados ficou prejudicada. Contudo, no presente estudo, quando o
meio BARC foi comparado com o meio TCM + SFB, diferenca significativa foi observada
em favor do meio TCM tanto na taxa de fertilizacao quanto na formagao de blastocistos aos
diferentes estdgios de desenvolvimento.

O meio SOF tem sido utilizado para a MIV de odcitos bovinos, Gandhi et al. (30)
obtiveram resultados similares na producdo de embrides, quando utilizaram os meios de
cultura SOF + BSA (39,3%), SOF + SFB (31,8%) e TCM + SFB (47,4%) para a MIV de
odcitos. Porém, observaram um menor nimero de células nos blastocistos produzidos em
meio SOF + BSA, em comparacdo com o grupo SOF + SFB, além de uma menor expansao
das células do cumulus. Watson et al. (31) demonstraram que o meio cSOFMaa (cSOFM +
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“single-strength essential” [EAA] e “non essential [NEA] aminoacids™) ndo € somente eficaz
para a cultura de embrido, mas, também, pode ser efetivamente usado como meio base para a
MIV de odcitos bovinos, quando comparado com os meios TCM 199 + 10% de “newborn calf
serum” (NCS), cSOFM + 10% NCS e cSOFM.

Nossos resultados de produgdo de blastocistos, obtidos com o emprego de meio BARC,
acrescido de BSA ou PVA, em diferentes concentracdes, também foram inferiores ao
observados para o meio TCM + SFB. Contudo, Ali e Sirard (32), comparando diferentes
suplementos proteicos (BSA-V, BSA purificado, BSA-FAF, albumina de ovo de galinha e
SFB), além de duas macromoléculas sintéticas (PVA e PVP-40 e PVP-360), adicionados ao
meio SOF, verificaram que a presenga de PVP-40 (8 mg/mL), durante a MIV de odcitos
bovinos, aumentou significativamente a producao de morula e blastocisto. Contudo, em nosso
estudo, a taxa de fertilizacdo de odcitos em meio TCM + SFB foi similar a observada para o
meio BARC com 1 mg/mL de PVA. Tal achado estd em concordancia aos relatados por Ali e
Sirard (32). O efeito benéfico de moléculas ndo proteicas, sintéticas, como o PVA, ndo estd
bem definido, porém, parece ser decorrente de uma agdo direta sobre a membrana do odcito
(17). Da mesma forma, efeito positivo com a utilizacdo de BSA-FAF (8 mg/mL) no meio
base SOF, para MIV, foi relatada por Furnus et al. (33), em contraste com os resultados
obtidos no presente estudo com o meio TCM.

Todavia, o BSA possui como contaminante embriotréfico o citrato (34), atuando
também como agente quelante de metais (35), podendo estar contaminado com diversos
peptideos, substratos energéticos e fatores de crescimento (36). Além disso, diferentes
partidas de BSA, disponiveis comercialmente, podem inibir ou estimular o desenvolvimento
embriondrio (37). O BSA tem sido comumente substituido por macromoléculas sintéticas,
PVA ou PVP, quando meios quimicamente definidos sdo desejados (38).

Assim, uma baixa competéncia para o desenvolvimento embriondrio, quando o meio
BARC foi utilizado, sugere que o mesmo nao foi efetivo em promover uma completa
maturagdo citoplasmética do odcito, implicando em menor taxa de fertilizacdo e baixa
producdo de blastocistos. Tais achados podem ser decorrentes de uma ineficiente sintese de
mRNAs e/ou proteinas necessdrias para o metabolismo dos odcitos antes da ativagdo do
genoma embriondrio. Durante a maturacdo, as mitocondrias estdo sintetizando ATP para
estimular a sintese proteica necessdria para a maturacdo do odcito e, posterior,
desenvolvimento do embrido (2). Este fato também foi relatado por Yurttas, Morency e
Coonrod (10), os quais observaram que odcitos transcrevem e estocam uma grande
quantidade de material ndo seletivo para a oogénese, mas, que sdo essenciais na regulacdo da
embriogénese.

Seguramente, a utilizacio de meio quimicamente definido (MQD) na etapa da MIV
seria fundamental para a identificagdo de componentes essenciais para o estabelecimento da
maturacdo citoplasmdtica e nuclear, a qual poderia culminar com o desenvolvimento de um
maior nimero de odcitos fertilizados e blastocistos produzidos. Porém, desde o primeiro
relato de sucesso da producdo de embrides bovinos em MQD (29), poucos trabalhos tém
priorizado a adogdo de protocolos visando a PIV de embrides nesses meios, o que torna mais
dificil a elucidagdo de constituintes essenciais para os gametas e embrides em cultura in vitro.

Esses autores demonstraram a habilidade das gonadotrofinas recombinantes (r-hFSH e
r-hLH) efetivamente levar a maturacdo funcional de odcitos bovinos, evidenciada pelo
desenvolvimento embriondrio compardvel com o meio de MIV contendo gonadotrofinas
bioldgicas (oFSH, NIDDK-o-FSH-17; b-LH, USDA-bLH-B-6). Entretanto, a maioria dos
pesquisadores ainda trabalha com gonadotrofinas bioldgicas, purificadas (38-41).

Devido ao fato de o meio BARC ndo ter se mostrado efetivo para a MIV de odcitos
bovinos, sob as condi¢des experimentais adotadas neste estudo, investigacdes adicionais, com
a adi¢do de diferentes componentes quimicamente definidos ao meio BARC, devem ser
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realizadas na expectativa de aprimorar a MIV de odcitos bovinos, visando, assim, a obten¢ao
de odcitos com maior competéncia para a FIV e maior capacidade para o desenvolvimento
embriondrio até os estagios de pré-implantacao.

CONCLUSAO

O meio BARC, suplementado com diferentes concentracdes de SFB, BSA ou PVA, nao
foi eficiente em promover adequada maturacdo de odcitos bovinos in vitro, resultando em
menor taxa de fertilizacdo e baixa producdo de blastocistos, em comparagdo com O meio
TCM.
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INFECCAO POR Trypanosoma cruzi EM ANIMAIS SILVESTRES PROCEDENTES
DE ZOOLOGICOS DO ESTADO DE SAO PAULO
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RESUMO

A doenca de Chagas (ou Tripanossomiase Americana) ¢ uma zoonose de cardter cronico,
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T.cruzi). No ciclo silvestre, insetos triatomineos
sdo importantes vetores, podendo infectar roedores, marsupiais e outros animais silvestres,
que constituem os reservatorios do parasito. Devido a intensa destruicdo do ambiente natural
onde vivem os animais, estes estdo sendo forcados a mudar de habitat. Os insetos vetores tém
se adaptado a fontes alternativas de alimento, tanto no peridomicilio, como no intradomicilio,
condicdes que podem determinar o aumento da incidéncia da doenca em humanos.
Considerando a importincia dos animais silvestres como reservatorios de T.cruzi, o objetivo
do presente estudo foi avaliar, por hemocultura e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), a
infec¢do natural em alguns animais silvestres de trés zooldgicos do Estado de Sdo Paulo.
Foram colhidas amostras de sangue de trés cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), de trés
quatis (Nasua nasua), de um gamba (Didelphis marsupialis), de uma jaguatirica (Felis
pardalis), de um veado-catingueiro (Mazama gouazoubira), de cinco tatus-galinha (Dasypus
novemcinctus), ¢ de um tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla). Somente duas das
trés amostras de sangue dos cachorros-do-mato foram positivas pela hemocultura e pela PCR,
entretanto uma das amostras que foi negativa na hemocultura foi positiva pela PCR. Estes
resultados demonstram a importancia do cachorro-do-mato como reservatério de 7.cruzi, no
ciclo epidemioldgico da doenga de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, hemocultura, PCR, animais silvestres, zooldgico

Trypanosoma cruzi INFECTION IN ZOO WILD ANIMALS FROM SAO PAULO
STATE, BRAZIL

ABSTRACT

Chagas disease (or American Trypanosomiasis) is an essentially chronic zoonosis caused by
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) protozoa. In the wild cycle, wild Triatominea insects are
important vectors. They can transmit the protozoa to rodents, marsupials and to other wild
animals, which are important reservoirs. Due the increasing destruction of the wild animals'
natural environment, they are being forced to change its habitat. Moreover, the disease-vector
insects can become adapted to different food alternatives in next-domiciliary and/or intra-
domiciliary areas. All these conditions can determine the increase of human disease’s
incidence. Considering the importance of wild animals as 7.cruzi reservoirs, the objective of
this study was to evaluate by hemoculture and PCR, the Trypanosoma natural infection in
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some wild animals collected from three zoos in Sao Paulo state. It was collected blood
samples from three Crab-eating Fox (Cerdocyon thous), three Coati (Nasua nasua), one
Opossum (Didelphis marsupialis), one Ocelot (Felis pardalis), one Grey-Brocket Deer
(Mazama gouazoubira), five Nine-Banded Armadillo (Dasypus novemcinctus), and one wild-
life Giant Anteater (Myrmecophaga tridactyla). Two of three blood samples of Crab-eating
fox were both positive by hemoculture and PCR. However, one negative sample by
hemoculture was positive by PCR. Results show the importance of the Crab-eating fox as
T'.cruzi reservoir and its epidemiological importance in the Chagas' disease cycle.

Keywords: Trypanosoma cruzi, hemoculture, PCR, wild animals, zoo

INFECCION POR Trypanosoma cruzi EN ANIMALES SILVESTRES DE
ZOOLOGICOS DE SAO PAULO, BRASIL

RESUMEN

La enfermedad de Chagas (o Tripanossomiasis Americana) es una zoonosis de caracter
cronico, causada por el protozodrio Trypanosoma cruzi (T.cruzi). En el ciclo silvestre, los
insectos triatomineos son importantes vectores, y pueden infectar roedores, marsupiales y
otros animales silvestres, que constituyen los reservorios del pardsito. Debido a la intensa
destruccion del ambiente natural donde viven los animales, estos estan siendo forzados a
cambiar de habitat. Los insectos vectores han se adaptado a fuentes alternativas de alimento,
tanto en el peridomicilio, como en el intradomicilio, condiciones que pueden determinar el
aumento de la incidencia de la enfermedad en humanos. Considerando la importancia de los
animales silvestres como reservorios de T.cruzi, el objetivo del presente estudio fue evaluar,
por hemocultura y Reacién en Cadena por la Polimerase (PCR), la infeccién natural en
algunos animales silvestres de tres zooldgicos del Estado de Sao Paulo. Fueron colectadas
muestras de sangre de tres grisons (Cerdocyon thous), tres coatis (Nasua nasua), un gamba
(Didelphis marsupialis), una jaguatirica (Felis pardalis), un ciervo (Mazama gouazoubira),
cinco tatds (Dasypus novemcinctus), y un oso hormiguero (Myrmecophaga tridactyla).
Solamente dos de las tres muestras de sangre de los grisons fueron positivas por la
hemocultura y por la PCR, entretanto una de las muestras que fue negativa en la hemocultura
fue positiva por la PCR. Estos resultados muestran la importancia del grison como reservorio
de T.cruzi, en el ciclo epidemioldgico de la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, hemocultura, PCR, animales silvestres, zooldgico
INTRODUCAO

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana é uma zoonose de carater cronico,
causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Apresenta grande importancia em
saude publica pela sua elevada freqiiéncia e ampla distribuicdo na América Latina, com
diferentes padroes de morbi-mortalidade (1). A populagdo em risco de contrair esta
enfermidade nas Américas € superior a 100 milhdes de habitantes, dos quais
fundamentalmente habitam &reas rurais e suburbanas, desenvolvendo atividades agricolas ou
pecudrias, na maioria dos casos, com grandes restricdes econdmicas (2). Além das mortes
precoces em populacdes adultas, gera perdas na produtividade pelo absenteismo, resultando
em custo médico-social elevado, representado por tratamentos, internagdes hospitalares,
cirurgias corretivas, utilizacdo de marcapassos, entre outros.

A transmissdo de T. cruzi usualmente envolve contato com as fezes de um inseto vetor
(normalmente do Género Triatoma) ou sangue contendo parasitos vidveis (transmissao
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natural), e ainda por transfusdes sanguineas, transmissdo congénita, transplante de 6rgaos,
auto-inoculag¢do em atividades laboratoriais, via oral (amamentacdo, alimentos contaminados
com fezes ou urina de triatomineos infectados; ou ingestdo de triatomineos infectados e
canibalismo entre diferentes espécies animais) (3).

Ha trés ciclos de transmissdao vetorial do 7. cruzi, sendo o de maior importancia
epidemiolégica o ciclo doméstico, entre seres humanos, que constituem os principais
reservatorios do parasita, além dos cdes, gatos e, em alguns paises, as cobaias. No ciclo
silvestre, intervém os triatomineos que podem transmitir o parasito a roedores, marsupiais e
outros animais silvestres. O terceiro ciclo € o peridoméstico, que envolve mamiferos
(roedores domésticos, marsupiais, gatos e cdes) que t€m livre acesso as residéncias; além de
triatomineos silvestres, que sao atraidos as casas, pela luz e alimento. Este ciclo atua como um
elo entre os ciclos doméstico e silvestre (4).

No inicio da década de 90, intervengdes de controle tiveram sucesso na maior parte da
América Latina, conseguindo reduzir a incidéncia da doenca de Chagas em 60% no Paraguai
e em mais de 99% no Uruguai e Chile (4-6). No entanto, com o controle quimico do Triatoma
infestans presume-se o surgimento de um novo cendrio de epidemiologia endémica da doenca
de Chagas, causado pela crescente taxa de domiciliacdo de espécies silvestres e
peridomésticas (7, 8).

Desde 1924, quando Chagas (9) confirmou a identificacdo do parasito encontrado em
1922 por Aben-Athar (10) em mico-de-cheiro (Saimiri scuireus), no estado do Pard, como
sendo T.cruzi, algumas espécies de mamiferos selvagens, incluindo marsupiais, quirépteros,
roedores e primatas nativos da AmazoOnia, t€ém sido descritos por vdrios autores como
carreadores deste parasito; parasitos similares ao 7. cruzi ou parasitos do “tipo cruzi” (11-13).
Mais de 200 espécies de mamiferos silvestres estdo envolvidas no ciclo epidemioldgico da
doenca, dentre elas Cerdocion thous (cachorro-do-mato), e também gambds do Género
Didelphis (14).

No ambito silvestre, numerosas espécies de mamiferos terrestres e arboricolas tém sido
encontradas naturalmente infectadas pelo T.cruzi em todas as dreas endémicas. Esta é uma
relacdo aparentemente muito antiga que proporciona equilibrio entre parasita e hospedeiro,
sem dano para nenhuma espécie. Atengdo especial € conferida aos reservatodrios silvestres
capazes de aproximarem-se do ser humano, especialmente alguns marsupiais (gambds, em
geral) além de reservatdrios sinantrépicos, tais como os roedores (15). A proximidade com o
ciclo doméstico € facilitada pela grande mobilidade desses animais, sobretudo em condi¢des
resultantes da prépria agdo do homem, ao retirar-lhes a comida e o abrigo (agcdes extensivas
sobre 0 meio natural, tais como aragdes, reflorestamentos e barragens) ou quando lhes
proporciona comida e abrigo (coleta e armazenamento de graos, criacdo de aves, construcoes
rusticas, etc) (16-19). Esses animais ndo apenas levam o parasito para as cercanias do homem,
mas também ajudam na dispersdo dos triatomineos que, freqiientemente, carreiam em sua
pelagem (20, 21).

H4 um aumento progressivo na transmissdo de doencas entre animais selvagens e
domésticos e humanos. Mudangas ambientais influenciando essa transmissao podem ser de
origem natural ou antropogénica, incluindo atividades de expansdo, fragmentacdo de habitat,
desmatamento, aquecimento climdtico e polui¢do. A emergéncia de doengas também envolve
perda de biodiversidade e aumento na incidéncia de zoonoses (22, 23).

Os principais fatores responsaveis pelo aumento da abrangéncia de dreas endémicas sao:
1) O desmatamento incontrolado e colonizacdo, alterando o balangco ecolégico entre
hospedeiros reservatorios e vetores selvagens; 2) A adaptacao de hospedeiros reservatérios de
T. cruzi e vetores selvagens em dreas periféricas e intra-domiciliares, como a tnica alternativa
de alimentagdo; 3) A migracdo de populagdes humanas infectadas a partir de dreas endémicas,
acompanhadas de hospedeiros e reservatérios domésticos (cdes e gatos), assim como O
carregamento acidental na bagagem de vetores ja adaptados ao habitat doméstico.
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Considerando a possibilidade da atuacdo de animais silvestres como reservatorios de
T.cruzi, o objetivo do presente estudo foi avaliar, por hemocultura e Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR), a infec¢@o natural pelo parasito em animais silvestres de trés zooldgicos do
estado de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram examinadas, durante o periodo de agosto de 2004 a agosto de 2005, trés amostras
de sangue de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous); trés amostras de sangue de quatis (Nasua
nasua) € uma amostra de sangue de gamba (Didelphis marsupialis), todos procedentes do
Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros, em Sorocaba-SP; uma amostra de sangue
de jaguatirica (Felis pardalis) e uma amostra de sangue de veado catingueiro (Mazama
gouazoubira), procedente do Zooldgico do Municipio de Sao Bernardo do Campo; cinco
amostras de sangue de tatus-galinha (Dasypus novemcinctus), procedentes do Instituto Lauro
de Souza Lima, em Bauru-SP, e uma amostra sanguinea de um tamandué-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) de vida livre.

Os animais foram quimicamente contidos, com a administracdo de quetamina, xilasina
ou tiletamina, de acordo com a dosagem recomendada para cada espécie animal. Foram
colhidos 5 mL de sangue, por pun¢do veno-jugular, utilizando-se tubos vacutainer contendo
EDTA. As amostras foram imediatamente armazenadas sob refrigeracdo, em caixas de isopor,
e transportadas ao laboratoério para processamento.

Hemocultura

Para a realizacdo da hemocultura, foram separados trés tubos contendo SmL de meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) estéril. A manipulacdo das amostras de sangue foi realizada em
capela de fluxo laminar, previamente desinfetada com dlcool 70° e mantida sob a acdo de luz
ultravioleta, durante pelo menos 15 minutos. Com uma seringa estéril de 1mL, retirou-se a
por¢cao plasmadtica e transferiu-se lentamente para o primeiro tubo. Este procedimento foi
repetido para a por¢do leucocitdria (localizada entre o plasma e o sedimento de hemaicias), a
qual foi transferida para o segundo tubo e, igualmente para o sedimento de hemadcias, o qual
foi transferido para o terceiro tubo. As culturas foram mantidas em estufa a 28-30°C, por um
periodo de até quatro meses apds a inoculacdo, quando entdo foram submetidas a técnica de
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa do DNA de T.cruzi.

Leitura das hemoculturas

Ap06s dez dias de incubagdo, realizou-se a primeira leitura, em capela de fluxo laminar.
Para tanto, retirou-se, com seringa e agulha estéreis, 5 mL do conteido de cada tubo de
cultura inoculado, colocando-se entre lamina e laminula. Realizou-se a leitura de pelo menos
cinco laminas por tubo. A observagdo foi realizada em microscépio 6ptico, em aumento de
1000X, com 6leo de imersdo. As culturas foram observadas quinzenalmente, durante quatro
meses. As culturas positivas foram imediatamente processadas para a extracio do DNA
parasitario. Apos o término dos quatro meses de acompanhamento das leituras, as culturas
negativas também foram processadas para PCR.

Zetun CB. et al. Infec¢do por Trypanosoma cruzi em animais silvestres procedentes de zooldgicos do Estado de
Sédo Paulo. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 139-147.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 143

Extracao do DNA de Trypanosoma cruzi

Tanto as culturas positivas quanto as negativas foram lavadas em Solugdo Salina
Tamponada (PBS) estéril (pH 7,2) e centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. O sedimento
foi armazenado em microtubos estéreis, livres de DNAses e RNAses, sob congelamento (a -
20°C), até o momento da extracdo do DNA (24).

Os procedimentos de extragdo de DNA e PCR foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular Aplicado ao Diagnéstico de Zoonoses, da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP.

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e apds, homogeneizadas em
vortex durante 20 segundos. A suspensdo foi centrifugada a 3000 rpm por dez minutos. O
sobrenadante de cada amostra foi utilizado para a extracdo do DNA, em volume de 250pL.
Homogeneizou-se vigorosamente em vortex com 250ul. de solucdo tampao de extracdo
(200mmol de cloreto de s6dio, 20mmol de Tris, S0mmol de EDTA), Img/mL de proteinase K
e 2% de sodio-dodecil-sulfato (SDS), em microtubo de 1,5mL. Em seguida, os microtubos
foram incubados a 56°C por uma hora e homogeneizados de 15 em 15 minutos. Foram
adicionados 500uL de fenol, homogeneizando-se vigorosamente em vortex, centrifugando-se
a 13.000g por trés minutos. A seguir, 300ul. da fase aquosa foram cuidadosamente
transferidos para novo microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados 150ul. de
fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico, centrifugando-se a 13.000g por trés minutos. Em
seguida, foram transferidos 200ul. da fase aquosa para novo microtubo de 1,5mL,
adicionando-se entdo 36ul. de acetato de sédio 2M e 472ulL de etanol absoluto gelado,
mantendo-se os microtubos a -80°C por duas horas. ApGs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 13.000g durante 10 minutos, vertendo-se o etanol cuidadosamente e
adicionando-se 470uL de etanol 70%. Os microtubos foram homogeneizados cuidadosamente
e centrifugados a 13.000g durante 10 minutos, retirando-se o etanol. A seguir, 0s microtubos
permaneceram abertos a temperatura ambiente para secagem. As amostras de DNA foram
ressuspendidas em 50uL de dgua ultra pura e armazenadas a -20°C até a realiza¢do da PCR.

PCR para pesquisa do DNA de T.cruzi

Cada tubo de reacdo de 0,2mL recebeu SuL de tampao de PCR (50mmol KCI, 10mmol
de Tris-HCI), 1,5 U de Tag-polimerase, 10pmol de cada oligonucleotideo, 10uL. da amostra a
ser testada e 15,2uLL de dgua ultra pura (MIX-PCR). Portando, cada tubo continha 40uL do
MIX-PCR e 10uL da amostra de DNA.

As condi¢Oes de amplificacdo em termociclador (GeneAmp PCR System 9600) foram:
um ciclo para desnaturagdo inicial a 96°C por 2 minutos; desnaturacdo, anexacdo dos
iniciadores e alongamento em 30 ciclos por um minuto cada a 94°C, 60-C e 72°C,
respectivamente; e um ciclo de 72°C por dez minutos. Para amplificacdo dos fragmentos de
minicirculos de kDNA, foram utilizados 0s iniciadores P35 &
AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA 3%) e P36 &
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT 3’) (25).

Nesta reacdo, os produtos resultantes apresentam 330 pares de base (pb) de
comprimento, correspondendo a amplificacdo do fragmento contendo uma regido especifica
do minicirculo de kDNA do T.cruzi (26). A cepa Y do T.cruzi foi utilizada como controle
positivo da reacdo, enquanto o TNE (Tris-NaCI-EDTA) e o MIX-PCR foram utilizados como
controles negativos. Os produtos amplificados foram visualizados apds a eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas das trés amostras de sangue de cachorros-do-mato foram positivas a hemocultura,
revelando formas epimastigotas ativas. Estas amostras foram também positivas pela PCR para
T. cruzi. A outra amostra de sangue de cachorro-do-mato, que havia sido negativa a
hemocultura, foi positiva pela PCR, sugerindo resultado falso-negativo pela hemocultura.
Como ndo havia dados disponiveis sobre a procedéncia destes animais (se capturados ou
nascidos no zooldgico), nao foi possivel estabelecer a origem da infeccdo. No entanto, estes
resultados sugerem que os cachorros-do-mato, mesmo em cativeiro, podem estar suscetiveis a
infec¢do por T.cruzi.

Em estudos realizados em parques nacionais, os trés principais fatores que estdo
modulando o ciclo de transmissdo do T.cruzi entre pequenos mamiferos, sdo: I) perda de
biodiversidade; II) aumento da abundancia de marsupiais; III) variacdo sazonal. Sugere-se que
estes mesmos fatores devam influenciar a infec¢do pelo parasito em mamiferos de médio
porte (como o cachorro-do-mato) e os de grande porte, em outras regides do pais (27).

No presente estudo, as amostras de sangue das demais espécies animais avaliadas
foram negativas, tanto pela hemocultura, quanto pela PCR para T.cruzi. Estes resultados
diferem dos verificados por Lainson et al. (12), que avaliaram 1.197 animais silvestres do
Estado do Pard, para pesquisa de hemoflagelados. Parasitos semelhantes ao 7. cruzi foram
encontrados em 13 diferentes espécies, e foram particularmente comuns em uma variedade de
marsupiais (Didelphinae), porcos-espinhos (Coendou spp), tatus (Dasypus novemcinctus) €
quatis (Nasua nasua). Em outro estudo, realizado na Carolina do Norte, EUA, T.cruzi foi
isolado em 1/12 (8,3%) gambds (Didelphinae) e 3/20 (15%) “raccons” (Procyon lotor) (28).

Por outro lado, a auséncia de infeccio em alguns animais silvestres também foi
verificada por xenodiagndstico em um total de 74 mamiferos selvagens pertencentes a onze
espécies (29). Apesar da infeccdo pelo parasito ter sido detectada em 10/28 (35,7%) gambaés
(Didelphis albiventris), nenhum dos 46 mamiferos restantes (seis Conepatus chinga, um
Monodelphis dimidiata, oito Chaetophractus vellerosus, trés Tolypeutes matacus, sete
Oligoryzomys spp., dois Akodon spp., dois Callomys venustus, um Felis geoffroyi e quinze
Desmodus rotundus) estavam infectados.

A baixa taxa de infec¢do dos hospedeiros reservatérios colhidos pode ser um reflexo de
uma reduzida densidade de triatomineos nos locais de procedéncia dos animais, ou sugere que
a infeccdo seja principalmente transmitida por canibalismo ou necrofagia. De toda maneira,
devido ao reduzido nimero das demais espécies silvestres avaliadas, ndo foi possivel
descartar a possibilidade destas como possiveis reservatérios do parasito. Em um estudo com
141 animais do Parque Ecoldgico de “El Zapotal” no México, sendo 118 roedores (83,7% do
total da amostra); 19 gambaés (13,5%), e quatro morcegos (2,8%) (30), a infeccdo por T.cruzi,
foi detectada por microscopia direta do sangue, xenodiagnéstico, hemocultura e exames
histopatoldgicos. Treze animais foram positivos, representados por apenas trés espécies: dois
roedores, Peromyscus mexicanus (5/80, 6,3%) e Heteromys desmaretianus (6/34, 17,6%) e
um gambd, Didelphis virginiana (2/12, 6,3%). Apesar do relato da presenca de alguns
triatomineos, por moradores do parque, nenhum espécime foi encontrado na drea.

Na Mata Atlantica Costeira verificou-se um distinto cendrio enzod6tico, em que o mico-
ledo-dourado (Leontopithecus rosalia) foi a espécie mais infectada (52%), em comparagao
com marsupiais (5,3%) e roedores (18%) (31). Todas as infeccdes em L. rosalia eram pela
linhagem 1, enquanto os isolados de outros mamiferos pertenciam a linhagem 2, sugerindo
que a dispersdo de 7. cruzi no ambiente silvestre pode ocorrer simultaneamente por ciclos de
transmissdo distintos e independentes, os quais estariam regulados por fatores ainda
desconhecidos, que nao incluem estrato florestal. Provavelmente, o ciclo de transmissao
silvestre é muito mais complexo do que o assumido at¢é o momento. Alguns
tripanosomatideos de mamiferos infectam indmeros hospedeiros vertebrados e invertebrados,
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circulando, portanto, por dezenas de diferentes espécies de insetos e mamiferos em ec6topos
distintos. Conseqiientemente, os surtos da doenca sao influenciados por diversos fatores, tais
como a presenca de carreadores, reservatorios silvestres, concentragdo de animais, vetores
infectados e reproducdo dos triatomineos, condi¢des que sofrem a influéncia de caracteristicas
ambientais.

Especial atencdo deve ser conferida a profissionais que mantém contato frequente com
animais silvestres, como médicos veterindrios, bidlogos, tratadores, entre outros, cujas
atividades se concentram em locais como zooldgicos e criatdrios, onde ha possibilidade de
ocorréncia de vetores da tripanossomiase.

CONCLUSAO

A espécie Cerdocyoun thous (cachorro-do-mato), mesmo em cativeiro, estd suscetivel a
infeccdo por T.cruzi, podendo desempenhar importante papel no ciclo epidemioldgico da
doenca de Chagas.
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. UTILIZA,CAO DE DIFERENTES PERIODOS DE FOTOESTIMULACAO EM
EGUAS ACICLICAS PARA O CONTROLE DA SAZONALIDADE REPRODUTIVA

Carlos Guilherme de Castro Schutzer'
Hélene Lacerda de Resende'

José Carlos de Figueiredo Pantoj a’
Marco Antdnio Alvarenga'

RESUMO

As éguas apresentam um periodo de atividade reprodutiva durante o verdo e, no inverno,
pouca atividade folicular (anestro). A fim de antecipar a fase reprodutiva, este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito de diferentes periodos de fotoestimulag¢do sobre a ocorréncia da
primeira ovulagdo da estacdo de monta em éguas em anestro sazonal. O experimento foi
conduzido durante as estagdes reprodutivas de 2009 e 2010, do dia 1 de junho ao dia 1 de
agosto, para isso foram utilizadas 45 éguas mesticas, em anestro, entre quatro € 12 anos, em
Sao Simao — SP, Brasil. Na auséncia de corpo ltiteo e foliculos maiores de 20 mm, as éguas
foram aleatoriamente separadas nos seguintes grupos: G1 — controle, sem estimulo com luz
artificial (G1; n=15), G2 — estimulacdo com luz artificial por 35 dias (G2; n=15) e G3 —
estimulagdo com luz artificial por 60 dias (G3; n=15). Utilizou-se o teste de Fisher para
comparar a propor¢ao de éguas que ovularam até os primeiros 60 dias do experimento entre
os grupos de estudo. O método de Bonferroni foi usado para ajustar o nivel o para
comparacdes multiplas. Curvas de sobrevivéncia e modelos de risco proporcional de Cox
foram usados para comparar a taxa de ovulacdo entre os grupos de estudo (expressa
estimando a razao dos riscos). Significancia estatistica foi definida como P<0,05 ou P<0,02
para o teste de Fisher com comparacdes multiplas. A propor¢do de éguas que ovularam até 60
dias ap6s o inicio do tratamento foi significantemente maior (84,6%) no grupo tratado com
luz artificial por 60 dias, quando comparado ao grupo controle (15,4%, P=0,001). Houve
diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo tratado com luz artificial por 35 dias
(61,5%, P=0,041), porém ndao houve diferenca entre os grupos tratados por 35 e 60 dias
(P=0,378). O tempo mediano de ovulagdo no grupo tratado com luz artificial por 60 dias foi
53 dias, enquanto éguas no grupo tratado com luz artificial por 35 ou éguas no grupo controle
ovularam aos 56 e 125 dias, respectivamente. Conclui-se que a redu¢do do tratamento com luz
artificial para 35 dias ndo foi tdo eficaz quanto o protocolo convencional de 60 dias.

Palavras-chave: anestro, éguas, fotoperiodo, sazonalidade, transicao

USE OF DIFFERENT PERIODS OF PHOTOSTIMULATION IN ACYCLIC MARES
FOR REPRODUCTIVE SEASONAL CONTROL

ABSTRACT

The mares have a period of reproductive activity during the summer and in winter, poor
follicular activity (anestrous). In order to anticipate the reproductive phase, this study aimed
to evaluate the effect of different periods of photic stimulation on the occurrence of first
ovulation of the breeding season in mares in seasonal anestrous. The experiment was
conducted during the breeding seasons of 2009 and 2010, from 1 July to 1 August, were used
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45 mares crossbred in anestrous between four and 12 years in Sdo Simao - SP, Brazil. In the
absence of the corpus luteum and follicles larger than 20 mm, mares were randomly separated
into the following groups: G1 - control, without stimulation with artificial light (G1, n=15),
G2 - stimulation with artificial light for 35 days (G2; n=15) and G3 - stimulation with
artificial light for 60 days (G3, n=15). We used the Fisher exact test for analysis of ovulation
rate to the first 60 days of the experiment and ANOVA followed by Tukey test to analyze the
average number of days to first ovulation, all statistics were considered significant when
P<0.05. The Fisher test was used to compare the mare proportion that ovulated until the first
60 days of experiment between the study groups. The Bonferroni method was used to adjust
the o level for multiple comparisons. Survival curves and Cox proportional hazards model
were used to compare the ovulation rate between the study groups (estimating the expression
of hazard ratio. Statistical significance was defined as P<0.05 or P<0.02 for the Fisher test
with multiple comparisons. The proportion of mares that ovulated until 60 days after the
beginning of the treatment was significantly larger (84.6%) in the group treated with artificial
light by 60 days, when compared to the control group (15.4%, P=0.001). There was statistical
difference between the control group and the group treated with artificial light by 35 days
(61.5%, P=0.041), however was not statistical difference between the groups treated by 35
and 60 days (P=0.378). The average ovulation time in the group treated with artificial light by
60 days was 53 days, while mares in the group treated with artificial light by 35 or mares in
the control group ovulated at the 56 and 125 days, respectively. It is concluded that the
reduction of treatment with artificial light for 35 days was not as effective as the conventional
protocol of 60 days.

Keywords: anestrous, mares, photoperiod, seasonality, transition

UTILIZACION DE DIFERENTES PERIODOS DE FOTOESTIMULACION EN
YEGUAS ACICLICAS PARA EL CONTROL DE LA ESTACIONALIDAD
REPRODUCTIVA

RESUMEN

Las yeguas presentan el periodo de actividad reproductiva durante el verano y poca actividad
folicular (anestro) durante el invierno. Con la intencién de anticipar la temporada de monta,
este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes periodos de fotoestimulacion
en la presentacion de la primera ovulacién de la temporada reproductiva. El experimento se
llevé a cabo durante las temporadas reproductivas de 2009 y 2010, del 1 dia del mes de junio
al 1 de agosto, se utilizaron 45 yeguas mestizas, en anestro, de cuatro a 12 afios, en Sao
Simao/SP, Brasil. En la ausencia de cuerpo liteo y de foliculos mayores de 20 mm, las yeguas
fueron separadas al azar en los siguientes grupos: Grupo 1- testigo, sin estimulo con luz
artificial (G1, n=15), Grupo 2 - estimulacién con luz artificial por 35 dias (G2; n=15), y
Grupo 3 - estimulacion con luz artificial por 60 dias (G3; n=15). Se utiliz6 el teste exacto de
Fischer para la andlisis del porcentaje de ovulacién hasta los primeros 60 dias del experimento
y el ANOVA seguido del teste de Tukey para el andlisis del nimero medio de dias hasta la
ovulacion, todas las estadisticas se consideraron significativas cuando P<0,05. Se utilizo la
prueba de Fisher para comparar la proporcién de yeguas que ovularon hasta los primeros 60
dias del experimento entre los grupos de estudio. El método de Bonferroni fue utilizado para
ajustar el nivel a para multiples comparaciones. Las curvas de sobrevivencia y los modelos de
riesgo proporcional de Cox fueron usados para comparar la tasa de ovulacion entre los grupos
de estudio (expresa la relacién entre los riesgos estimados). La significancia estadistica se
definié6 como P<0,05 o P<0,02 para la prueba de Fisher con comparaciones miltiples. La
proporcién de yeguas que ovularon hasta 60 dias después del inicio del tratamiento fue
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significativamente mayor (84,6%) en el grupo tratado con la luz artificial por 60 dias, cuando
son comparados con el grupo control (15,4%, P=0,001). Diferencia estadistica entre los
grupos control y el grupo tratado con la luz artificial por 35 dias (61,5%, P=0,041), pero no
hubo diferencia entre los grupos tratados por 35 y 60 dias (P=0,378). El tiempo medio de la
ovulacion en el grupo tratado con luz artificial durante 60 dias fue de 53 dias, mientras que las
yeguas en el grupo tratado con luz artificial por 35 o las yeguas en el grupo de control
ovularon a los 56 y 125 dias, respectivamente. Se concluye que la reduccién del tratamiento
con luz artificial para 35 dias no fue tan eficiente cuanto el protocolo convencional de 60 dias.

Palabras clave: Anestro, yeguas, fotoperiodo, estacionalidad, transicién
INTRODUCAO

As éguas sdo classificadas como poliéstricas estacionais, pois possuem sua estacio
reprodutiva durante a primavera e verdo. Trés sdo os fatores basicos que explicam o carater
estacional dos ciclos estrais nas éguas: fotoperiodo, temperatura e nutri¢ao (1).

A sazonalidade reprodutiva da égua tem importantes consequéncias para a criagao
comercial de equinos. Criadores que utilizam a técnica de transferéncia de embrides precisam
adequar o manejo do periodo reprodutivo de doadoras ao calendério esportivo destes animais.
Além disso, criadores, pertencentes as associacdes de racas adotam a idade hipica como
critério de nivelamento de potros, assim procuram acasalar as éguas o mais cedo possivel,
para obter o nascimento dos potros o mais proximo possivel a data oficial imposta para
cavalos de performance (2).

Pesquisas sobre reproduc¢do equina vém buscando melhor entender e manipular os
mecanismos que determinam sua sazonalidade reprodutiva. Para antecipacdo da primeira
ovulagdo do ano, o método mais prético € a aplicacdo de fotoperiodo artificial, simulando dias
longos (3).

O tratamento com iluminag¢do didria de 16 horas utilizando luz artificial durante meados
do inverno constitui um dos mais antigos e confidveis métodos de indugdo da atividade
ovariana no inicio da primavera (4). O tratamento tem duracdo média de 6 a 12 semanas,
porém apds duas semanas significante atividade folicular pode ser observada (5). Guillaume
et al. (6) conseguiram um tempo médio de 76 dias apds o inicio do tratamento até a primeira
ovulacdo para éguas tratadas (G1: 35 dias e G2: até primeira ovulac@o) e 131 dias para o
grupo controle. Nao houve diferenga entre o grupo tratado por 35 dias e o grupo tratado por
periodo prolongado. Devito et al. (7) trataram éguas em anestro por 35 e 60 dias, em um
regime de 17 horas de luz (natural + artificial), os grupos tratados nao apresentaram diferenca
(P=0,188) quanto ao tempo médio até primeira ovulagdo. No entanto, 90% dos animais
tratados por 35 dias ovularam até 70 dias, contra 77,78% dos animais tratados por 60 dias. O
grupo 1 ainda apresentou maior sincroniza¢ao (P=0,064) no intervalo das ovulacoes.

A fim de adiantar a primeira ovulacdo da estacdo de monta e antecipar a fase
reprodutiva das éguas, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
periodos de fotoestimulacdo sobre a ocorréncia da primeira ovulacio da estagdo de monta em
éguas em anestro sazonal.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido durante as estagdes reprodutivas 2009 e 2010, do dia 1
de junho ao dia 1 de agosto, nas dependéncias da Embrio-Equi (Centro Avancado de
Reproducdo Equina), localizada no municipio de Sdo Simdo, Sdo Paulo (Latitude -21°
28°45°’; Longitude -47° 33°03°"). Foram utilizadas 45 éguas sem raca definida, com idade
entre 4 e 12 anos, com peso entre 400 e 500 kg.
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Previamente ao inicio do experimento, todas as éguas foram avaliadas por
ultrassonografia trans-retal com o intuito de observar a condi¢do uterina e ovariana, sendo
critério para o estudo a auséncia de corpo liteo bem como de foliculos maiores que 20 mm.
Posteriormente a esta avaliacdo, os animais foram separados aleatoriamente aos grupos e
monitorados duas vezes por semana. Quando detectado um foliculo >35mm de diametro, foi
administrado 1500 UI de hCG (Vetecor®, Laboratério Hertape Calier, MG, Brasil) segundo
Gastal et al. (8) e 1 mg de acetato de deslorelina associadas, por via intramuscular, com
objetivo de induc@o da ovulagdo e o monitoramento continuou sendo didrio até a ovulagdo,
avaliada pela presencga de corpo liteo. As avaliagdes foram realizadas utilizando um aparelho
de ultrassonografia equipado com um transdutor linear de 5 MHz (Aloka SSD-500, Japao).

Apés a selecdo dos animais, os mesmos foram distribuidos aleatoriamente entre os
grupos: grupo 1 — controle, sem estimulo com luz artificial (G1; n=15), grupo 2 — estimulagdo
com luz artificial por 35 dias (G2; n=15) e grupo 3 — estimulacdo com luz artificial por 60
dias (G3; n=15). Os grupos tratados foram estimulados por 35 dias (1 de junho a 5 de julho)
ou 60 dias (1 de junho a 1 de agosto) de luz artificial, cada grupo de 15 animais foi confinado
em um piquete de 100 m?, com holofotes bem distribuidos, na tentativa de se evitar dreas de
sombreamento. A intensidade utilizada foi de 80 lux de luz incandescente fria, permitindo a
leitura confortavel de um texto a 50 cm dos olhos, iniciando das 17 as 22 horas.

Na anélise estatistica o teste de Fisher foi utilizado para comparar a proporcao de éguas
que ovularam até os primeiros 60 dias do experimento entre os grupos de estudo. O método
de Bonferroni foi usado para ajustar o nivel o para comparacdes multiplas. Curvas de
sobrevivéncia (9) e modelos de risco proporcional de Cox (9) foram usados para comparar a
taxa de ovulagdo entre os grupos de estudo (expressa estimando a razdo dos riscos).
Significancia estatistica foi definida como P<0,05 ou P<0,02 para o teste de Fisher com
comparacoes multiplas.

RESULTADOS

A propor¢ao de éguas que ovularam até 60 dias ap6s o inicio do tratamento foi
significantemente maior (84,6%) no grupo tratado com luz artificial por 60 dias, quando
comparado ao grupo controle (15,4%, P=0,001). Houve diferenca estatistica entre o grupo
controle e o grupo tratado com luz artificial por 35 dias (61,5%, P=0,041), porém ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados por 35 e 60 dias (P=0,378).

O tempo mediano de ovulacdo no grupo tratado com luz artificial por 60 dias foi 53
dias, enquanto éguas no grupo tratado com luz artificial por 35 ou éguas no grupo controle
ovularam aos 56 e 125 dias, respectivamente. Dessa forma, a taxa de ovulacdo (Figura 1) foi
8,7 (intervalo de confianca=1,9 — 40,0) vezes maior no grupo tratado com luz artificial por 60
dias, quando comparado ao grupo controle (P=0,005), e 5,3 (intervalo de confianga=1,1 —
25,0) vezes maior no grupo tratado com luz artificial por 35 dias quando comparado ao grupo
controle (P=0,035).

Tabela 1. Média e desvio padrdao de dias até a primeira ovulacdo em éguas tratadas com luz
artificial com 80 lux de intensidade por diferentes periodos.
Tempo mediano (dias)

1 , ,

Grupos até a 1° ovulacio Min. Max.
Gl1 125 51 154
G2 56 48 143
G3 53 48 136

'G1= Controle (n=13); G2= Luz artificial por 35 dias (n=13); G3= Luz artificial por 60 dias (n=13).
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Figura 1. Taxa de ovulacdo entre os grupos estudados. Gl= Controle (n=13); G2= Luz
artificial por 35 dias (n=13); G3= Luz artificial por 60 dias (n=13).

DISCUSSAO

No presente trabalho, os protocolos propostos aceleraram o inicio da atividade ciclica
ovariana em éguas em anestro criadas em condi¢des subtropicais. Interessante € o fato de que
este foi o segundo experimento controlado sobre o uso de luz artificial no Brasil, a despeito da
utilizagdo rotineira da luz artificial ha mais de 50 anos em criatdrios de equinos no Brasil,
bem como a literatura € falha em relatar outros experimentos sobre o tema em éguas criadas
na América do Sul.

Conforme esperado, o tratamento com adi¢@o de 5 horas de luz artificial durante 60 dias
encurtou a fase de inatividade ovariana em aproximadamente 54 dias. Sendo este resultado
mais longo que os achados por Devito et al. (7) com 49 dias em média até a primeira
ovulagdo. Porém, mais curto que os achados por Guillaume et al. (6) com média de 76 dias até
a primeira ovulacdo utilizando o tratamento com luz artificial por periodo prolongado.

O protocolo de encurtamento do tempo de luz artificial para 35 dias se mostrou tdao
eficiente quanto o tradicional (luz artificial por 60 dias) onde o percentual de éguas que
ovularam até 60 dias diferiu do grupo controle, porém nao houve diferenca estatistica entre o
grupo tratado por 60 dias. Esses resultados discordam de Devito et al. (7), que observaram um
percentual de éguas ovuladas até 70 dias superior no grupo tratado por 35 dias em relagdo ao
grupo tratado por 60 dias com luz artificial (90% x 78%).

Acredita-se que essa diferenca possa estar relacionada ao dia do inicio do tratamento,
onde o presente estudo teve inicio dia 1 de junho e no trabalho de Devito et al. (7) o inicio foi
em 21 de junho. Assim, os animais do experimento de Devito et al. (7) foram expostos a luz
artificial durante os dias curtos por mais tempo (20 dias), enquanto no atual experimento a
exposicdo das éguas a luz artificial durante 20 dias ocorreu quando os dias ainda eram
considerados longos.

No que diz respeito ao tempo mediano para a ocorréncia da primeira ovulagdo o
protocolo com luz artificial por 35 dias se mostrou similar ao de luz artificial por 60 dias.
Esses dados concordam com os experimentos de Guillaume et al. (6) e Devito et al. (7) que
também verificaram uma antecipac¢io na primeira ovulagao da EM, no protocolo de 35 dias de
luz artificial, com médias de 56 e 76 dias até a primeira ovulacdo da EM, respectivamente.

Um fato importante € que apds a interrup¢do dos tratamentos todos os animais
continuaram a apresentar ciclos ovulatorios.

Schutzer CGC, Resende HL, Pantoja JCF, Alvarenga MC. Ultilizagdo de diferentes periodos de fotoestimulacio
em éguas aciclicas para o controle da sazonalidade reprodutiva. Vet. e Zootec. 2014 mar.; 21(1): 148-153.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 153

CONCLUSAO

Os resultados do experimento nos permitem concluir que a redugdo da fotoestimulagao

para 35 dias € tdo eficaz quanto o protocolo convencional de 60 dias na antecipacdo da
ciclicidade de éguas em fase de anestro sazonal.

Adicionalmente, pode-se concluir que os tratamentos com luz artificial por 35 ou 60

dias foram eficientes na antecipacdo da primeira ovulacdo da estagdo de monta, em éguas em
fase de anestro sazonal, em condi¢des subtropicais.
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RESUMO

Foram avaliados os aspectos epidemioldgicos e a dinamica das infec¢des por helmintos
gastrintestinais em bovinos da Mesorregido do Sudoeste Paranaense. Amostras de fezes de
473 bovinos criados em sistema extensivo foram coletadas para a contagem de ovos de
nematddeos por grama de fezes (OPG). Coproculturas foram realizadas com as amostras que
continham ovos para obtencdo e identificagcdo de larvas infectantes. Os resultados foram
analisados pelos testes de Qui-quadrado ou Exato de Fischer. Detectou-se a prevaléncia dos
géneros Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus, Ostertagia e QOesophagostomum. As
novilhas foram mais susceptiveis as infeccoes por nematddeos gastrintestinais em comparagao
com as vacas, sendo Haemonchus, Cooperia e Ostertagia os géneros de parasitas mais
prevalentes nestes animais.

Palavras-chave: epidemiologia, susceptibilidade, nematddeo, bovino

DAIRY CATTLE SUSCEPTIBILY TO GASTROINTESTINAL HELMINTH
INFECTION IN THE MIDDLE REGION OF THE SOUTHWEST OF PARANA,
BRAZIL

ABSTRACT

Epidemiological aspects and dynamics of gastrointestinal helminthes were evaluated in cattle
from Parana Southwest Region. Stool samples from 473 animals raised in extensive system
were collected and analyzed for nematode eggs per gram faeces (EPG). Faecal cultures were
made with samples that contained eggs in order to identify third stage larvae. The results were
analyzed by Chi-square or Fischer exact tests. The following genera were found:
Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus, Ostertagia and Oesophagostomum. The heifers
were more susceptible to nematode gastrointestinal infections than the adult animals and
Haemonchus, Cooperia and Ostertagia were the most common genera found in those
animals.

Keywords: epidemiology, susceptibility, nematode, cattle
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SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION POR HELMINTOS )
GASTROINTESTINALES EN BOVINOS LECHEROS DE LA MESOREGION DEL
SUDOESTE PARANAENSE, BRASIL

RESUMEN

Fueron evaluados los aspectos epidemiolégicos y la dinamica de las infecciones por helmintos
gastrointestinales de bovinos de la Mesoregion del Sudoeste Paranaense. Se tomaron muestras
de heces de 473 bovinos criados bajo sistema extensivo para recuentos de huevos de
nematodos por gramo de heces (HPG). Se hicieron coprocultivos con las muestras que tenian
huevos para obtencién de larvas y su identificacion. Los datos fueron analizados por medio
del test Chi cuadrado o exacto de Fisher. Se detectd6 una prevalencia de los géneros
Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus, Ostertagia y Oesophagostomum. La media de
conteo de huevos segun categoria de hembras fué mayor para las novillas que en vacas.
Haemonchus, Cooperia y Ostertagia son los géneros de parasitos mds prevalentes en estos
animales.

Palabras clave: epidemiologia, susceptibilidad, nematodo, bovino
INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, vdrios estudos tém demonstrado que as helmintoses
gastrintestinais de bovinos causam queda significativa do indice de produtividade no rebanho
leiteiro, principalmente quando se emprega o sistema de producao extensivo, onde os bovinos
sdo criados em pastagens. As perdas econdmicas decorrentes destas parasitoses ocorrem
devido a reducdo na producdo leiteira, as altas taxas de mortalidade e gastos com
medicamentos anti-helminticos. Entretanto, a administracdo destas drogas € realizada
frequentemente sem critério, desconsiderando as varidveis regionais como clima e a dindmica
da infeccao por nematddeos gastrintestinais (1-3). Portanto, a compreensao da epidemiologia
das helmintoses € imprescindivel para estabelecer medidas de controle eficazes que reduzam a
contaminacdo das pastagens e diminuam os custos com anti-helminticos (4). Nao ha relatos na
literatura sobre a dindmica de infeccdo por nematédeos em bovinos da Mesorregido do
Sudoeste Paranaense; por isso, este estudo teve como objetivo obter informacdes sobre a
epidemiologia destas helmintoses em bovinos criados em sistema extensivo, a fim de
colaborar para a melhoria da produtividade dos rebanhos leiteiros.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Mesorregido do Sudoeste Paranaense, Parand, Brasil
(Figura 1) que apresenta clima subtropical (Cfa) com chuvas bem distribuidas durante o ano e
verdes quentes, com umidade relativa do ar de 65% e precipitacao pluviométrica de 2.100 mm
por ano (5).

No periodo de 18 de outubro de 2010 a 20 de maio de 2011, dezenove propriedades
leiteiras com sistema extensivo de producdo foram visitadas para coleta de amostras de fezes
de 473 bovinos, incluindo vacas e novilhas. Quatrocentos e cinquenta e seis animais eram da
raca holandesa e dezessete da raca girolanda. As amostras de fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal com luvas de palpagdo, sendo acondicionadas na prépria luva e
mantidas sob refrigeracdo até o processamento. Em seguida, foram levadas ao Laboratorio de
Parasitologia Veterindria da Faculdade Educacional de Dois Vizinhos, Parand, Brasil (25° 45’
0" S, 53° 3" 25" W). Foi realizada a contagem de ovos de nematddeos por grama de fezes
(OPG), segundo a técnica de Gordon e Whitlock modificada (6). As amostras positivas para
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ovos foram submetidas a técnica de Roberts e O' Sullivan (7) para obtencao e identificagdao de
larvas infectantes, segundo Ueno e Gongalves (8). Para a andlise dos dados foram utilizados
os testes de Qui-quadrado ou Exato de Fischer.

Norte
Central

Norte
Pioneiro

Noroeste

Centro
Ocidental
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Oriental

Metropolitana
de Curitiba

Sudoeste

Figura 1. Localizacao da Mesorregido do Sudoeste Paranaense no Estado do Paran4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste experimento, a contagem de OPG foi usada como parametro para verificar a
susceptibilidade de bovinos aos parasitas gastrintestinais. Estudos realizados em regides
tropicais indicaram que hd uma significante correlagdo entre valores de OPG e o nimero total
de parasita dos hospedeiros, fazendo disso, uma medida confidvel para estimar o grau de
infeccao (4). Neste estudo, constatou-se que as médias foram de 306 OPG para novilhas e 29
OPG para vacas. A frequéncia de positividade foi significativamente maior em novilhas do
que em vacas (Tabela 1). Nao houve influéncia do grupo genético na contagem de OPG (p =
0,60; O.R. = 1,08). De acordo estdo Bricarello et al. (9), que demonstraram que bovinos
resistentes aos nematddeos gastrintestinais apresentam valor médio de OPG inferior a 50, ja
os susceptiveis apresentam valor elevado de OPG. Em sistemas extensivos, os animais
susceptiveis e que apresentam uma alta carga parasitaria eliminam uma grande quantidade de
ovos de nematdédeos nas pastagens, expondo o rebanho aos parasitas.

Tabela 1. Frequéncia absoluta (N°) e frequéncia relativa (%) da associacao entre a classe das
fémeas e os resultados do exame parasitoldgico de fezes bovinas.

Negativo Positivo Total
N° % N° % N° %
Novilha 73 65 38 34,2 111 23,5
Vaca 310 85,6 52 14,4 362 76,5
Total 383 81 90 19 473 100

Pela coprocultura, detectou-se a prevaléncia dos géneros Haemonchus (65,1%),
Trichostrongylus (34,9%), Ostertagia (30,1%), Cooperia (21,75) e QOesophagostomum
(3,6%). Haemonchus tem sido o nematédeo mais predominantemente encontrado em bovinos
no Brasil (10, 11) e em outros paises tropicais (12, 13). Além disso, verificou-se também que
as novilhas apresentaram uma maior taxa de infecdes multiplas (58,1%) quando comparadas
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as vacas (44%), e eram mais susceptiveis as parasitoses por Haemonchus, Cooperia e
Ostertagia (Tabela 2).

Bricarello et al. (9) também observaram elevada prevaléncia de infecgdes por
Haemonchus e Cooperia em bovinos e registraram correlagdo positiva entre o grau de
infeccdo pelos diferentes géneros de parasitas, isto €, os animais com maior susceptibilidade
as infec¢des por Haemonchus também foram mais susceptiveis as infecgdes por Cooperia.
Amarante et al. (14) encontraram resultados semelhantes em ovinos naturalmente infectados
por Haemonchus e Cooperia. Além da acdo espoliadora desses parasitas, outro agravante €
que esses nematddeos tem demonstrado resisténcia a vdrios anti-helminticos como a
ivermectina, o fosfato de levamisol e o sulféxido de albendazol (15).

Tabela 2. Frequéncia absoluta (N°) e frequéncia relativa (%) da associacdo entre a classe das
fémeas e os géneros parasitarios envolvidos.

Novilha Vaca Estatisticas
Género Negativo Positivo Negativo Positivo OR
x> Valor de P

N % N %9 N % N % Ponto IC95%
Haemonchus 10 323 21 67,7 19 373 32 62,77 0,04 0,82 0,80 0,31-2,06
Cooperia 20 64,5 11 355 45 882 6 11,8 524 0,02 0,24 0,08-0,75
Ostertagia 20 64,5 11 355 37 72,5 14 27,5 0,27 0,60 0,69 0,26-1,79
Trichostrongylus 24 774 7 22,6 30 58,8 21 41,2 2,19 0,14 2,40 0,87-6,59
Oesophagostomum 31 100,0 O 0,0 48 941 3 59 - 0,24 - -

O presente estudo demonstrou claramente o efeito da idade na ocorréncia de
helmintoses gastrintestinais, com maior susceptibilidade das novilhas. As novilhas com alta
carga parasitdria contribuem na contaminagdo das pastagens. Em vacas ja foi verificado que a
infeccdo por nematddeos gastrintestinais leva a queda na producdo de leite (16). Porém, em
relacdo as novilhas, Charlier et al. (3) sugeriram que a infec¢do por nematddeos
gastrintestinais durante os dois primeiros anos de vida das fémeas bovinas pode influenciar
negativamente na producdo de leite devido a reducdo do ganho de peso que ocorre nos
animais parasitados. Porém, essa hipétese deve ser confirmada em estudos futuros.

CONCLUSAO

Conclui-se que, em comparacdo com vacas, as novilhas sdo mais susceptiveis as
infeccdes por nematddeos gastrintestinais, sendo Haemonchus, Cooperia e Ostertagia 0s
géneros de parasitas mais prevalentes nestes animais.
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RESUMO

O presente estudo avaliou a eficdcia “in vivo” do tratamento intramamadrio, convencional e
estendido, utilizando a cefoperazona sddica (250 mg), gentamicina (250 mg) e ciprofloxacino
(100 mg) em casos de mastite clinica bovina. Foram utilizadas 30 vacas com mastite clinica,
nio sistémica, distribuidas em trés grupos de dez animais. O tratamento convencional da
mastite consistiu em trés aplicagdes do anti-mastitico, a cada 12 horas, e o tratamento
estendido foi realizado com seis aplicacdes do anti-mastitico, a cada 12 horas. As vacas
receberam tratamento intramamdrio, a cada 12 horas, com seis aplicacbes por animal,
constituindo os seguintes momentos (M): M1 (dia zero — diagndstico da mastite e inicio do
tratamento), M2 (12 horas ap6s M1), M3 (24 horas apés M1), M4 (36 horas apoés M1), M5
(48 horas ap6és M1) e M6 (60 horas ap6és M1). Foi considerado, no mesmo animal, o
tratamento convencional encerrado na terceira aplicacdo do antimicrobiano (M3) e o
tratamento estendido ao final da sexta aplicacdo (M6). Os principais micro-organismos
isolados das vacas com mastite foram Staphylococcus aureus, Staphylococus spp.,
Corynebacterium sp., Streptocccus spp., Streptococcus agalactiae e Escherichia coli. A cura
clinica do tratamento convencional foi de 50% para o grupo tratado com cefoperazona sddica,
70% para o grupo tratado com gentamicina e 50% para o grupo tratado com ciprofloxacino.
Para os mesmos grupos, a cura clinica do tratamento estendido foi 90%, 100% e 80%,
respectivamente. A cura bacterioldgica foi de 100% para o grupo tratado com cefoperazona
sodica e de 90% para os grupos utilizando a gentamicina e ciprofloxacino no tratamento
convencional. Para os mesmos grupos, foram observados 100% de cura bacteriol6gica para a
gentamicina e 90% para os grupos com cefoperazona sddica e ciprofloxacino no tratamento
estendido. Nao foram encontradas diferencas entre cura clinica e cura bacteriol6gica dentro de
cada grupo e entre os grupos de antimicrobianos, tampouco entre os tratamentos convencional
e estendido dentro do mesmo grupo ou entre os grupos. Os resultados do presente estudo
indicam a importancia da lactocultura e do teste de sensibilidade microbiana “in vitro” como
respaldo para os tratamentos intramamaérios de vacas com mastite clinica. Inferiu-se também a
boa eficicia na cura clinica e bacteriolégica da cefoperazona sddica, gentamicina e
ciprofloxacino no tratamento da mastite clinica em vacas na lactacdo, de forma convencional
ou estendida, contanto que respaldado na sensibilidade microbiana “in vitro”.

Palavras-chave: mastite clinica bovina, tratamento intramamario, cura clinica, cura
bacterioldgica, perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
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IN VIVO EFFICACY OF SODIUM CEFOPERAZONE, GENTAMICIN AND
CIPROFLOXACIN FOR THE INTRAMAMMARY TREATMENT OF CLINICAL
MASTITIS IN COWS.

ABSTRACT

This study evaluated the in vitro and in vivo efficacy of sodium cefoperazone, gentamicin and
ciprofloxacin for the intramammary treatment of clinical mastitis in cows. Thirty cows with
non-systemic, clinical mastitis were divided into three groups of ten animals. One of the
antibiotics was used in each group for conventional (i.e., three doses, given every 12 hours)
and extended (i.e., six doses, every 12 hours) treatments of mastitis. The cows were treated
every 12 hours using six doses per animal at the next moments (M): M1, day zero - diagnosis
and beginning of treatment; M2, 12 hours from diagnosis and treatment; M3, 24 hours; M4,
36 hours; M5, 48 hours; and M6 60 hours. The most common microorganisms isolated from
cows were Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Corynebacterium sp., Streptococcus
spp., Streptococcus agalactiae and Escherichia coli. The efficacy of clinical cure using
conventional treatment was 50%, 70% and 50% for the groups treated with sodium
cefoperazone, gentamicin and ciprofloxacin, respectively. Regarding the extended treatment,
efficacy was 90%, 100% and 80%, for sodium cefoperazone, gentamicin and ciprofloxacin,
respectively. Efficacy of bacteriological cure was 100% for sodium cefoperazone, and 90%
for both gentamicin and ciprofloxacin using the conventional treatment. By using the
extended treatment, efficacy of bacteriological cure was 100% for gentamicin and 90% for
both cefoperazone and ciprofloxacin. Statistical differences were not found in clinical or in
bacteriological cure into the same group or among groups. Similarly, statistical differences
between the conventional and extended treatments were not found. The results from this study
reinforce the importance of performing microbiological culture of milk and in vitro
antimicrobial sensitivity tests for supporting the intramammary treatment of clinical mastitis
in cows. The clinical and bacteriological efficacy of sodium cefoperazone, gentamicin and
ciprofloxacin in lactating cows suffering from clinical mastitis using either conventional or
extended treatments was also inferred, provided the use of sensitivity tests in vitro.

Keywords: clinical mastitis in cows, intramammary treatment, clinical cure, bacteriological
cure, antimicrobial sensitivity test

EFICACIA IN VIVO DE LA CEFOPERAZONA SODICA, LA GENTAMICINA Y EL
CIPROFLOXACINO EN EL TRATAMIENTO INTRAMAMARIO DE LA MASTITIS
CLINICA BOVINA.

RESUMEN

El presente estudio compard la eficacia in vitro e in vivo de la cefoperazona sddica, la
gentamicina y el ciprofloxacino en el tratamiento intramamario de la mastitis clinica bovina.
Fueron utilizadas 30 vacas con mastitis clinica sin signos sistémicos, divididas en tres grupos
de diez animales. En cada grupo fue utilizado uno de los antibidticos citados antes, para
realizar tratamiento convencional (tres aplicaciones a cada 12 horas) y extendido (seis
aplicaciones a cada 12 horas) contra mastitis. Las vacas recibieron tratamiento intramamario a
cada 12 horas, consistente de seis aplicaciones por animal en los siguientes momentos (M):
M1, dia cero - diagndstico e inicio del tratamiento; M2, doce horas después del M1; M3, 24
horas después del M1; M4, 36 horas después del M1; M5, 48 horas después del M1; y M6 60
horas después del M1. Los principales microorganismos aislados de vacas con mastitis fueron
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Corynebacterium sp. Streptococcus agalactiae
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spp. y Escherichia coli. La eficacia de la cura clinica usando tratamiento convencional fue de
50% para el grupo de cefoperazona sédica, 70% para gentamicina y 50% para ciprofloxacino.
Con el tratamiento extendido la eficacia de la cura clinica fue de 90%, 100% y 80%,
respectivamente. La eficacia de la cura bacteriolégica fue de 100% para el grupo
cefoperazona sédica y de 90% para los grupos gentamicina y ciprofloxacino utilizando el
tratamiento convencional. Asi mismo, se observd 100% de cura bacteriolégica para
gentamicina y 90% para los grupos cefoperazona sédica y ciprofloxacino utilizando el
tratamiento extendido. No fueron observadas diferencias estadisticas para la cura clinica y
bacterioldgica ni dentro ni entre los grupos de antimicrobianos. Tampoco se encontrd
diferencia entre los tratamientos convencional y extendido dentro del mismo grupo o entre los
grupos. Los resultados del presente estudio refuerzan la importancia del cultivo de la leche y
de las pruebas de sensibilidad microbiana in vitro como respaldo para los tratamientos
intramamarios en vacas con mastitis clinica. Los resultados permiten inferir también que la
cefaperazona sddica, la gentamicina y el ciprofloxacino son eficaces para la cura clinica y
bacterioldgica de la mastitis clinica en vacas lactantes, tanto en un esquema de tratamiento
convencional como en el tratamiento extendido siempre que se utilicen en combinaciéon con
exdmenes de sensibilidad microbiana in vitro.

Palabras clave: mastitis clinica bovina, tratamiento intramamario, cura clinica, cura
bacterioldgica, perfil de sensibilidad antimicrobiana

1. INTRODUCAO

A mastite figura dentre as doengas que mais oneram a pecudria leiteira, devido a
reducdo na produgdo, alteragdes na composicdo, gastos com medicamentos, honorarios
veterindrios e reposi¢ao de animais (1).

A mastite bovina caracteriza-se por processo inflamatério da glandula mamadria, que
resulta em alteracdes fisicas, quimicas, celulares e bacterioldgicas do leite, bem como por
modificagdes patoldgicas do tecido glandular, podendo determinar lesdes irreversiveis no
parénquima mamario. No entanto, no Brasil poucos estudos avaliaram os custos da mastite,
no que tange a redug¢do na producdo de leite, depreciacio dos animais e gastos com
medicamentos, incluindo o tratamento (2, 3).

A mastite é classicamente classificada em clinica e subclinica, de acordo com a
severidade e exteriorizagdo do processo inflamatério (1, 4-6). A mastite clinica caracteriza-se
por alteragdes visiveis na glandula mamadria e/ou no leite (3, 7, 8). Nestes casos, a glandula
mamadria pode apresentar sinais de edema, dor, calor, rubor e perda momentanea da funcdo,
além de alteracdes visiveis no leite (formagdo de grumos, pus, dessora, codgulos) (1-3).Na
forma subclinica, somente se observa reducdo da producdo de leite. Nestes animais, o
diagnostico somente € alcangado utilizando métodos que permitam a deteccdo de alteragdes
na composicao e constituintes celulares do leite (4).

O tratamento com antimicrobianos € um dos principais procedimentos em um programa
de controle da mastite (7). Diversos protocolos terapéuticos sdo utilizados na prética
veterindria para o tratamento da mastite em vacas na lactacao e no periodo de secagem (8). O
tratamento imediato dos casos clinicos e a terapia/profilaxia da vaca seca com o uso de
antimicrobianos em todos 0s quartos mamadrios, no momento da secagem, estdo entre as
medidas mais frequentemente recomendadas na abordagem terapéutica da mastite em vacas
(1, 4).

Os maiores indices de cura no tratamento por via intramamadria da mastite bacteriana em
vacas sdao obtidos com 3 a 5 aplicacdes, em intervalos de 8, 12 a 24 h (dependendo das
caracteristicas e vida média de cada antimicrobiano (4, 7, 9, 10). Nos casos de mastite
subclinica, ndo existe consenso sobre o tratamento no decorrer da lactagdo, ficando
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geralmente estes animais para serem tratados na terapia da vaca seca, na qual as vacas sdo
tratadas com dose Unica do anti—mastitico, em todos os tetos, no dia da secagem (7, 9).

Nos casos de mastite por micro-organismos refratdrios ao tratamento no decorrer da
lactagcdo, notadamente por Staphylococcus aureus, tem—se preconizado, alternativamente, a
terapia estendida, que consiste em 6 a 8 aplicacdes de anti—-mastiticos via intramamaria, com
intuito de melhorar as taxas de cura clinica e bacteriolégica (10). No entanto, esta modalidade
alternativa de tratamento apresenta maior custo ao produtor, devido ao maior descarte de leite,
e ao maior nimero de anti—mastiticos requeridos por animal (7, 10).

Diferentes antimicrobianos estdo disponiveis comercialmente para o tratamento
intramamadrio da mastite em vacas no Brasil (9). Segundo Ribeiro (7), os principios ativos de
antimicrobianos mais utilizados pertencem ao grupo das penicilinas e derivados,
aminoglicosideos, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfas potencializas pelo trimetoprim.

Toda e qualquer indicag¢do do tratamento da mastite em animais deveria ser respaldada
em testes “in vitro” de sensibilidade microbiana (antibiograma). Entretanto, na pratica, por
questdes econdmicas, por desconhecimento, dificuldade de acesso aos laboratérios e mao de
obra capacitada, ou em casos graves de mastite clinica com sinais sist€émicos que necessitam
de terapia emergencial; os testes de sensibilidade microbiana “in vitro” ndo sdo realizados,
recaindo a escolha do farmaco, na grande maioria das vezes, na experiéncia acumulada dos
profissionais em tratamentos anteriores, ou mesmo no apelo comercial de determinados
produtos (7). Ademais, apesar da notdria diferenca entre a eficicia “in vitro” ou “in vivo” dos
antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite, sdo escassos os estudos conduzidos no
intuito de confrontar o resultado “in vitro” de patégenos frente a um dado farmaco, com a
eficdcia “in vivo” deste mesmo antimicrobiano por via intramamaria.

Considerando que a mastite é a principal doencga infectocontagiosa que acomete vacas
leiteiras, os diferentes protocolos de tratamento (convencional e estendido) e principios ativos
anti-mastiticos disponiveis no Brasil, a variagdo entre a eficicia “in vitro” e “in vivo” dos
farmacos e a escassez no pais de dados sobre a relagdo custo/beneficio do tratamento; o
presente estudo objetivou avaliar a eficdcia do tratamento intramamdrio utilizando a
cefoperazona sédica, gentamicina e ciprofloxacino, nas formas convencional e estendida, na
mastite clinica bovina, baseado em testes de sensibilidade “in vitro”.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Delineamento experimental

Foi avaliada a cura clinica e bacterioldgica do tratamento intramamaério, convencional e
estendido, em 30 vacas com mastite clinica, sem sinais sistémicos, naturalmente infectadas,
utilizando a cefoperazona sddica, gentamicina e ciprofloxacino. Para o tratamento
intramamario, os micro-organismos foram identificados e a inclusdo do animal para o
tratamento dependeu diretamente da sensibilidade “in vitro” do isolado ao antimicrobiano do
grupo tratado. Para o tratamento de somente 10 animais por grupo, houve a necessidade
estatistica de efetividade geral de, no minimo, 80% da cefoperazona sédica, 80% da
gentamicina e 80% do enrofloxacino em micro-organismos isolados de mastite.

2.2. Animais

Foram utilizadas 30 vacas Holandesas e mesti¢as que apresentaram mastite clinica, nao
sist€émica, entre 5 a 10 anos de idade, com produ¢cdo média de 18 litros de leite, € que nao
receberam tratamento prévio no decorrer da lactacdo, procedentes de propriedades leiteiras,
que realizam duas ordenhas mecanicas didrias, sem a presenca de bezerros, da regidao de
Botucatu, SP.
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2.3. Diagnéstico da mastite clinica

O diagnéstico de mastite clinica foi fundamentado por alteracdes macroscépicas do leite
na prova de Tamis (caneca telada de fundo escuro) e/ou na presenca de sinais de inflamagao
na glandula mamadria (dor, calor, hiperemia, sensibilidade dolorosa, recusa em permitir o
aleitamento dos bezerros). Foi realizado exame fisico completo do ubere das vacas (6). As
vacas que apresentaram sinais sist€émicos (taquicardia, taquipnéia, febre, atonia ruminal,
decubito) nao foram utilizadas no estudo.

Cada quarto mamaéario com mastite clinica foi considerado uma unidade amostral. Desta
forma, o estudo utilizou de 10 animais diferentes para cada grupo de antimicrobiano, ndo se
utilizando mais de um quarto mamdario do mesmo animal a titulo da composi¢ao dos grupos
de tratamento, ou para fins de cédlculo dos valores de cura bacterioldgica e cura clinica.

2.4. Grupos de tratamento

Foram constituidos trés grupos de tratamento para cada antimicrobiano comercial, como
segue: G1 = cefoperazona sédica, 250 mg/aplicacdo (10 animais); G2 = gentamicina, 250
mg/aplicacao (10 animais) e G3 = ciprofloxacino, 100mg/aplica¢do (10 animais).

2.5. Protocolos de tratamento intramamario (convencional e estendido)

O tratamento intramamdrio foi realizado respeitando condi¢des adequadas de anti—
sepsia (7). Foi iniciado imediatamente apds o diagndstico da mastite clinica, antes do envio do
material para o diagndstico microbioldgico. Todas as vacas tratadas que permaneceram na
composi¢ao dos trés grupos de tratamento apresentaram, obrigatoriamente, sensibilidade “in
vitro” do isolado ao antimicrobiano do grupo. Com efeito, todos os animais componentes de
cada grupo foram tratados com antimicrobianos que apresentaram 100% de efetividade “in
vitro” para o isolado. Os animais que, mesmo depois de iniciado o tratamento, acusaram
isolados com resultados “in vitro” parcialmente sensiveis ou resistentes no teste de
sensibilidade microbiana foram excluidos.

As vacas receberam tratamento intramamadrio, a cada 12 horas, com seis aplica¢des por
animal, constituindo os seguintes momentos (M): M1 (dia zero — diagnéstico da mastite e
inicio do tratamento), M2 (12 horas apés M1), M3 (24 horas apés M1), M4 (36 horas apds
M1), M5 (48 horas apés M1) e M6 (60 horas ap6és M1). Foi considerado, no mesmo animal, o
tratamento convencional encerrado na terceira aplicacdo do antimicrobiano (M3) e o
tratamento estendido ao final da sexta aplicagdao (M6).

2.6. Isolamento e caracterizacao dos micro-organismos

As amostras de leite dos animais com mastite clinica foram colhidas assepticamente, do
quarto mamadrio infectado, de todos os animais nos trés grupos no M1, M4 e 12 horas apds
M6 (M7) e transportadas sob temperatura de refrigeracdo (4-8°C) até o laboratério de
diagnoéstico microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Em seguida, foram semeadas
nos meios de dgar suplementado com sangue bovino desfibrinado (5%) e dgar MacConkey,
mantidos a 37°C, em condi¢des de aerobiose. As culturas foram avaliadas com 24, 48 e 72
horas de incubacdo e os micro-organismos, identificados segundo as caracteristicas morfo-
tintoriais, bioquimicas e de cultivo (11).
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2.7. Perfil de sensibilidade microbiana “‘in vitro’’

Todos os micro-organismos isolados dos animais com mastite nos trés grupos de estudo
(G1 = cefoperazona sdédica; G2 = gentamicina e G3 = ciprofloxacino) foram submetidos ao
teste de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusao com discos e os halos de
inibicdo da cefoperazona sddica (75 mcg), gentamicina (10 mcg) e G3 = ciprofloxacino (5
mcg) foram interpretados de acordo com Clinical and Laboratory Standard Institute — CLSI
(12).

2.8. Acompanhamento dos animais

Durante o tratamento ao longo dos dias de estudo, os animais foram monitorados quanto
aos parametros fisioldgicos, exame da glandula mamaria e teste de Tamis (6).

2.9. Avaliacao da cura clinica e cura bacteriolégica

A cura clinica foi considerada nos animais que, ao final do tratamento intramamario,
ndo apresentaram quaisquer alteracOes clinicas nos parametros fisioldgicos gerais
(temperatura, frequéncias cardiaca e respiratéria, movimentos ruminais), na glandula mamaria
(edema, nddulos, hipertermia), tampouco nas caracteristicas macroscépicas do leite (teste de
Tamis). A cura bacterioldgica foi considerada nos quartos mamadrios que nio se obteve o
reisolamento do mesmo micro-organismo identificado no M1. Tanto a cura clinica quanto a
cura bacterioldgica foram avaliadas no M4, para o tratamento convencional e no M7 para o
tratamento estendido.

2.10. Grupo controle negativo

Nao foi formado grupo controle negativo, devido aos riscos das mastites clinicas, sem
institui¢do de tratamento, visto que foram utilizados animais de terceiros.

2.11. Critérios de exclusao de animais

Foram excluidos animais que, no inicio ou ao longo do tratamento intramamario,
apresentaram qualquer uma das seguintes condi¢Oes: desenvolveram sinais sist€micos de
mastite (febre, taquicardia, taquipnéia, atonia ruminal, decubito), ndo apresentaram
sensibilidade “in vitro” ao farmaco do grupo antes do inicio do tratamento (parcialmente
sensiveis ou resistentes), contrairam outras infeccdes que houvesse necessidade do uso de
antimicrobianos por via parenteral, impossibilidade de qualquer tratamento e/ou colheita de
leite segundo protocolo de estudo, isolamento de micro-organismos nao convencionais e/ou
usualmente ndo responsivos a terapia antimicrobiana (fungos, leveduras, algas).

2.12. Tratamento estatistico dos resultados

Foram comparados os diferentes momentos (M1, M2, M3, M4, M5, M6), segundo a
efetividade de cura bacteriolégica do produto, utilizando o teste bilateral ou de Qui-quadrado
(Teste de McNemar), considerando significancia estatistica para valores de P<0,01.

Para a definicao do universo amostral (n) para efeito de comparacdo entre os grupos de
antimicrobianos foram necessdrios, no minimo, dez animais com mastite (segundo os itens
4.2 a 4.4), adotando efetividade “in vitro” de >80% de cada farmaco e erro estatistico de 1%
(13). A efetividade “in vitro” de, no minimo, 80% da cefoperazona sddica, 80% da
gentamicina ¢ 80% do enrofloxacino para uso destes antimicrobianos no estudo, que
permitisse o uso de 10 animais/grupo, foi embasada em levantamento retrospectivo destes
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farmacos em dados do Servico de Diagnéstico de Mastite em Animais da FMVZ-

UNESP/Botucatu, SP (Tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,
em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente a cefoperazona

sddica. Botucatu, SP, 2008 a 2012%*,

Sensibilidade

Micro-organismo

Sensivel

Parcialmente

sensivel

Resistente

n® linhagens/n®

n® linhagens/n®

n° linhagens/n®

total (%) total (%) total (%)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
S. aureus 22/32 (68,7) 7/32 (21,8) 3/32 (9,3)
Streptococcus alfa hemolitico 18/18 (100) 0 0
Streptococcus spp. 13/16 (81,3) 3/16 (18,7) 0
Staphylococcus spp. 7/10 (70) 3/10 (30) 0
Streptococcus agalactiae 6/6 (100) 0 0
Streptococcus dysgalacteae 6/6 (100) 0 0
Staphylococcus beta hemolitico 4/10 (28.,5) 5/10 (64,3) 1/10 (7,2)
T. pyogenes 2/2 (100) 0 0
Edwardsiella tarda 1/1 (100) 0 0
Escherichia coli 1/1 (100) 0 0
Micrococcus sp. 1/1 (100) 0 0
Staphylococcus intermedius 1/1 (100) 0 0
Streptococcus pyogenes 1/1 (100) 0 0
Streptococcus beta hemolitico 1/1 (100) 0 0
S. aureus ATCC 25923 1/1 (100) 0 0
Total 114/136 (83,8) 18/136 (13,3) 4/136 (2,9)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes;

S. aureus = Staphylococcus aureus

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais

— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,

em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente a gentamicina.
Botucatu, SP, 2008 a 2012%*.

Sensibilidade Sensivel Parcialmente Resistente
sensivel
Micro-organismo n° linhagens/n® n® linhagens/n® n® linhagens/n®
total (%) total (%) total (%)

Staphylococcus beta hemolitico 57/63 (90,4) 3/63 (4,8) 3/63 (4,8)
Staphylococcus aureus 37/40 (92,5) 2/40 (5,0) 1/40 (2,5)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
Staphylococcus hyicus 11/14 (78,6) 1/14 (7,1) 2/14 (14,3)
Staphylococcus spp. 11/14 (78,6) 1/14 (7,1) 2/14 (14,3)
Streptococcus spp. 7/13 (53,8) 0 6/13 (46,2)
Streptococcus alfa hemolitico 9/12 (75,0) 1/12 (8,3) 2/12 (16,7)
Escherichia coli 6/6 (100) 0 0
Streptococcus agalacteae 4/4 (100) 0 0
T. pyogenes 3/6 (50) 1/6 (16,6) 2/6 (33,4)
Edwardsiella tarda 2/2 (100) 0 0
Nocardia sp. 2/2 (100) 0 0
Pasteurella mutocida 2/2 (100) 0 0
Staphylococcus intermedius 1/1 (100) 0 0
Streptococcus dysgalactiae 1/3 (33,3) 0 2/3 (66,7)
Escherichia coli ATCC 11229 1/1 (100) 0 0
Total 183/212 (86,3) 9/212 (4,3) 20/212 (9,4)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais
— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,
em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente ao ciprofloxacino.

Botucatu, SP, 2008 a 2012*,

Sensibilidade

Micro-organismo

Sensivel

Parcialmente

sensivel

Resistente

n® linhagens/n®

n° linhagens/n®

n® linhagens/n®

total (%) total (%) total (%)

Streptococcus spp. 36/43 (83,7) 4/43 (9,3) 3/43 (7,0)
Staphylococcus spp. 36/37 (97,3) 0 1/37 (2,7)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
Staphylococcus aureus 12/24 (50) 9/24 (37,5) 3/24 (12,5)
Streptococcus alfa hemolitico 12/18 (66,7) 6/18 (33,3) 0
Escherichia coli 4/5 (80) 0 1/5 (20)
Streptococcus agalactiae 4/4 (100) 0 0
T. pyogenes 1/1 (100) 0 0
Enterobacter cloacae 1/3 (33,3) 1/3 (33,3) 1/3 (33,3)
Micrococcus spp. 1/1 (100) 0 0
Nocardia sp. 1/1 (100) 0 0
Staphylococcus hyicus 1/5 (20,0) 2/5 (40,0) 2/5 (40,0)
Streptococcus pyogenes 1/1 (100) 0 0
Streptococcus beta hemolitico 1/1 (100) 0 0
E. coli ATCC 15221 1/1 (100) 0 0

Total 141/174 (81,1) 22/174 (12,6) 11/174 (6,3)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais
— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection

3. RESULTADOS

Para a formacdo dos trés grupos de tratamento, constituidos de dez animais por grupo,
foram utilizados 54 animais, dos quais 22 para o grupo de tratamento com cefoperazona
sddica, 19 para o grupo de gentamicina e 13 para o ciprofloxacino. Desta forma, ao longo da
constituicdo dos grupos, foram excluidos 24 animais, principalmente cujos isolados foram
parcialmente sensiveis ou resistentes no perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” antes do
tratamento (M1), que apresentaram isolamento de micro-organismos ndo convencionais de
mastite (fungos, algas e certos actinomicetos) ou, com menor frequéncia, que ndo foi possivel
a colheita de material em algum dos momentos de acompanhamento do animal ou que
desenvolveram sinais de mastite clinica sistémica.

O Quadro 1 apresenta os micro-organismos causadores de mastites em cada animal,
dentro de cada grupo de antimicrobiano constituido para o tratamento intramamario, em vacas
com mastite clinica, naturalmente infectadas.
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Quadro 1. Micro-organismos isolados, em cultura pura ou em associacdo, em 30 vacas com
mastite clinica, naturalmente infectadas, segundo trés grupos de tratamento antimicrobiano

por via intramamadria. Botucatu, SP, 2010 a 2011.

GRUPO CEFOPERAZONA GENTAMICINA CIPROFLOXACINO
SODICA (G1) (G2) (G3)
ANIMAL
1 Streptococcus agalactiae Streptococcus spp. Corynebacterium bovis
2 Streptococcus agalactiae Escherichia coli Staphylococcus aureus
3 Staphylococcus spp. Streptococcus alfa Streptococcus
hemolitico dysgalactiae
4 Streptococcus alfa Streptococcus alfa Streptococcus alfa
hemolitico hemolitico hemolitico
Trueperella
(Arcanobacterium)
pyogenes
5 Edwardsiella tarda Streptococcus spp. Streptococcus alfa
hemolitico
6 Streptococcus alfa Streptococcus spp. Staphylococcus aureus
hemolitico
7 Streptococcus spp. Streptococcus spp. Streptococcus alfa
hemolitico
8 Staphylococcus Staphylococcus hyicus Streptococcus alfa
intermedius hemolitico
Staphylococcus aureus
9 Staphylococcus aureus Streptococcus spp. Streptococcus spp.
10 Streptococcus alfa Streptococcus spp. Staphylococcus aureus
hemolitico

Foi observado predominio dos géneros Streptococcus e Staphylococcus nos trés grupos
de estudo, seguido em menor frequéncia de enterobactérias (Escherichia coli e Edwardsiella
tarda) e actinomicetos [ Corynebacterium bovis e Trueperella (Arcanobacterium) piogenes].

Os Quadros 2, 3 e 4 sumarizam os resultados da cura clinica e bacterioldgica nos trés
grupos de tratamento intramamadrio (convencional e estendido), utilizando a cefoperazona
sddica, gentamicina e ciprofloxacino, em vacas com mastite clinica naturalmente infectadas.
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Quadro 2. Cura clinica e bacterioldgica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando a cefoperazona sddica no tratamento convencional (3 aplicacdes do
anti-mastitico) e no estendido (6 aplicagdes do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacteriol6gica)
S. agalactiae sucesso Negativo sucesso Negativo
S. agalactiae sucesso Negativo sucesso Negativo
Staphylococcus spp. sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
4 hemolitico insucesso Negativo sucesso Negativo
T. pyogenes
5 Edwardsiella tarda sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
6 hemolitico insucesso Negativo sucesso Negativo
7 Streptcoccus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo
8 S. intermedius sucesso Negativo sucesso Negativo
9 S. aureus insucesso Negativo insucesso E. coli, S.aureus
e Streptococcus spp.
Streptococcus alfa
10 hemolitico insucesso Negativo Sucesso Negativo

S. agalactiae = Streptococcus agalactiae

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes
S. intermedius = Staphylococcus intermedius

S. aureus = Staphylococcus aureus

E. coli = Escherichia coli

Quadro 3. Cura clinica e bacteriol6gica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando a gentamicina no tratamento convencional (3 aplicagdes do anti-
mastitico) e no estendido (6 aplica¢des do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacterioldgica)
1 Streptococcus spp. sucesso Negativo sucesso Negativo
2 Escherichia coli sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
3 hemolitico sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa Streptococcus alfa
4 hemolitico insucesso hemolitico sucesso Negativo
5 Streptococcus spp insucesso Negativo sucesso Negativo
6 Streptococcus spp. sucesso Negativo sucesso Negativo
7 Streptococcus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo
8 Staphylococcus hyicus Sucesso Negativo sucesso Negativo
9 Streptococcus spp sucesso Negativo sucesso Negativo
10 Streptococcus spp SUCesso Negativo sucesso Negativo
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Quadro 4. Cura clinica e bacterioldgica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando o ciprofloxacino no tratamento convencional (3 aplicacdes do anti-
mastitico) e no estendido (6 aplicacdes do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacterioldgica)
Corynebacterium
1 Corynebacterium bovis sucesso bovis sucesso Negativo
2 Staphylococcus aureus insucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus Streptococcus

3 dysgalactiae insucesso Negativo insucesso dysgalactiae
Streptococcus alfa

4 hemolitico sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa

5 hemolitico insucesso Negativo insucesso Negativo

6 Staphylococcus aureus Sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa

7 hemolitico sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa

hemolitico

8 Staphylococcus aureus insucesso Negativo sucesso Negativo

9 Streptococcus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo

10 Staphylococcus aureus SUCEsSO Negativo SUCesSO Negativo

As Tabelas 4 e 5 apresentam a avaliagdo estatistica dos resultados da cura clinica e
bacterioldgica das vacas com mastite, segundo os trés grupos de antimicrobianos.

Tabela 4. Eficacia da cura clinica do tratamento intramamario (convencional e estendido) de
vacas com mastite clinica, utilizando cefoperazona sdédica (Gl), gentamicina (G2) e
ciprofloxacino (G3). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Grupo Convencional Estendido
% (n) % (n)
Cefoperazona Sédica’ 50 (5) 90 (9)
Gentamicina’ 70 (7) 100 (10)
Ciprofloxacino’ 50 (5) 80 (8)

(n) = ndimero de animais do grupo correspondente.

1 = Estatistica: valor de P=0,1336 (Teste de xz de McNemar).
2 = Estatistica: valor de P=0,2482 (Teste de xz de McNemar).
3 = Estatistica: valor de P=0,2482 (Teste de xz de McNemar).

Nao foi observada diferenca estatistica significante (P>0,01) em nenhum grupo de
farmaco, quando se comparou o tratamento convencional e o tratamento estendido dentro do
mesmo grupo. No entanto, no grupo tratado com cefoperazona sddica foram observados cinco
animais (50%) que apresentaram cura clinica apds o tratamento convencional e nove animais
(90%) ap6s o tratamento estendido. Depois de efetuado o tratamento convencional no grupo
da gentamicina, sete animais (70%) apresentaram cura clinica e a totalidade do grupo (100%)
se mostrou curado apds o tratamento estendido. O grupo tratado com ciprofloxacino
apresentou cinco animais (50%) com cura clinica ap6s o tratamento convencional e oito
animais (80%) apresentaram cura clinica apds o tratamento estendido.
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Tabela 5. Eficdcia de cura bacteriolégica do tratamento intramamadrio (convencional e
estendido) de vacas com mastite clinica, utilizando cefoperazona sédica (G1), gentamicina
(G2) e ciprofloxacino (G3). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Grupo Convencional Estendido
% (n) % (n)
Cefoperazona Sédica' 100 (10) 100 (10)
Gentamicina’ 90 (9) 100 (10)
Ciproﬂoxacino3 90 (9) 100 (10)

(n) = ndimero de animais do grupo correspondente.

1 = Estatistica: valor de P=1,0000 (Teste de xz de McNemar).
2 = Estatistica: valor de P=1,0000 (Teste de xz de McNemar).
3 = Estatistica: valor de P=0,4795 (Teste de xz de McNemar).

A eficécia da cura bacterioldgica foi observada nos trés grupos, sem diferenca estatistica
significante (P>0,01) em nenhum dos grupos quando o tratamento convencional foi
comparado com o tratamento estendido. Apenas um animal tratado com gentamicina e outro
com ciprofloxacino apresentaram reisolamento do agente causal inicial da mastite clinica,
respectivamente, Streptococcus alfa hemolitico e Corynebacterium bovis.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a acdo da cefoperazona sddica, gentamicina e
ciprofloxacino por via intramamadria em casos de mastite clinica em vacas, que se constituem
em representantes, respectivamente, de cefalosporinas, aminoglicosideos e fluorquinolonas,
considerados os principais grupamentos de antimicrobianos em uso no Brasil no tratamento
intramamadrio de vacas com mastite na lactacdo (7, 9, 10).

Devido ao grande nimero de tratamentos de vacas com mastite realizados no Brasil sem
o respaldo da cultura microbioldgica e de testes “in vitro” de sensibilidade microbiana, a
resolucdo clinica (cura clinica) dos casos é um critério pratico adotado na rotina das
propriedades para avaliar a eficicia do tratamento. Nestes animais, se considera que a
resolucao favordvel dos casos ocorre quando apés 2 ou 3 aplicacdes do antimicrobiano por via
intramamadria, se observa regressdo da hiperemia e do edema do tubere e tetos, além da
normaliza¢do do aspecto do leite (7).

Com base no teste de sensibilidade microbiana “in vitro” (100% de sensibilidade dos
isolados ao farmaco do grupo), foi obtido nos 30 animais estudados a cura clinica em 50% das
vacas utilizando a cefoperazona sédica, 70% dos animais com a gentamicina e 50% dos casos
para a ciprofloxacino no tratamento convencional, enquanto no tratamento estendido foi
obtida a cura clinica para os mesmos animais e firmacos em, respectivamente, 90%, 100% e
80%. Utilizando outro antimicrobiano do grupo das cefalosporinas (cefacetril), Auginer e
Austin (14) obtiveram valor similar, com 82% de cura clinica na terapia intramamadria de
vacas com mastite clinica. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que € possivel
utilizar a cura clinica de vacas como critério de resolu¢@o dos casos de mastite em vacas, sem
sinais sistémicos, tratadas por via intramamadria, contanto que a instituicdo do tratamento -
convencional ou estendido - tenha sido respaldada em testes “in vitro” de sensibilidade
microbiana.

O cultivo microbiolégico do leite é o melhor parametro de avaliagdao do tratamento no
decorrer da lactacdo de casos de mastite em vacas, pois permite atestar a auséncia de
isolamento do agente causal no leite, depois de encerrado o tratamento (cura bacterioldgica)
[7]. Nos 30 animais tratados no presente estudo, foi obtida a cura bacteriolégica utilizando a
cefoperazona sédica em 100% dos animais € em 90% dos casos com a gentamicina e
ciprofloxacino no tratamento convencional, enquanto para os mesmos animais e farmacos, foi
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obtida cura bacterioldgica em, respectivamente, 90%, 100% e 90% no tratamento estendido.
Nao foi observada diferenca (P>0,01) na cura bacteriolégica entre os tratamentos
convencional e estendido nos 30 animais supracitados. No Rio de Janeiro, Langenegger,
Figueiredo e Rezende (15) avaliaram a eficiéncia teraputica de outra cefalosporina
(cefacetril) em 47 quartos mamadrios com mastite subclinica, e assinalaram resultados
semelhantes, obtendo 74% de cura bacteriolégica nos quartos com infeccdes por
Staphylococcus sp. Langoni et al. (16), no estado de Sao Paulo, realizaram o tratamento
intramamadrio de sete quartos mamadrios de vacas com mastite clinica utilizando
fluorquinolona de segunda geracdo (enrofloxacina) e observaram cura bacterioldgica em seis
quartos (85,7%). Costa et al. (17), no estado de Sdo Paulo, obtiveram éxito na cura clinica de,
respectivamente, 81,82% e 90,48% de 18 casos de mastite (clinica) em vacas causadas por
Staphylococcus sp. e 19 por Streptococcus sp., utilizando derivados B-lactamicos. As nuances
entre os percentuais de efetividade de cura clinica e/ou bacterioldégica dos farmacos nos
diferentes estudos podem encontrar reflexo na acdo intrinseca de cada farmaco frente aos
isolados, na presenca de linhagens resistentes - estafilococos produtores de B-lactamases -,
assim como no tratamento de micro-organismos nao responsivos aos antimicrobianos
convencionais (fungos, algas e certos actinomicetos).

No presente estudo, houve incremento na cura bacterioldgica de somente 10% (animal
4) do tratamento convencional comparado ao estendido no grupo da gentamicina. Nos demais,
foi observada a mesma taxa de cura (90%) para o ciprofloxacino e decréscimo em 10%
(animal 9) da cura bacterioldgica no tratamento estendido, utilizando a cefoperazona sédica.
Neste ultimo grupo (G1), a auséncia de isolamento de S. aureus no momento 4 (tratamento
convencional) e reisolamento no momento 7 (tratamento estendido), poderia encontrar
justificativa na eliminacdo intermitente de S. aureus pela glandula mamadria ou pela
caracteristica intracelular da bactéria, que dificultam o tratamento no decorrer da lactacdo (6,
10, 18).

Nas 30 vacas com mastite clinica tratadas por via intramamadria com trés farmacos
distintos, foi observada cura clinica de 50% a 70% dos casos quando submetidos ao
tratamento convencional, enquanto a cura bacterioldgica - com os mesmos animais e farmacos
- variaram de 90% a 100%. Tal disparidade entre a cura clinica e bacterioldgica poderia ser
justificada pelo fato de que apesar dos trés farmacos apresentarem efetividade na cura
bacterioldgica, o processo inflamatério e, consequentemente, os sinais clinicos mamaérios
ainda persistem por sete dias ou mais, depois de encerrado o tratamento, mesmo com a
inativacdo do agente causal da mastite (10, 19).

No presente estudo foi observado déficit de somente 10% entre a sensibilidade “in
vitro” dos isolados e a cura bacteriolégica apds o tratamento intramamdrio “in vivo”, tanto na
forma convencional como na estendida. Em contraste, Apparao, Oliveira e Ruegg (20) nos
EUA, compararam o perfil de sensibilidade microbiana e o tratamento “in vivo” com
pirlimicina de 132 vacas (178 glandulas mamadrias) com mastite subclinica causadas por 194
linhagens bacterianas, € ndo observaram melhora significativa nos indices de cura nos
isolados sensiveis “in vitro” ao farmaco. A despeito da divergéncia dos autores sobre a
eficdcia do perfil de sensibilidade “in vitro” como base para o tratamento intramamario de
vacas com mastite (7, 9, 10, 18, 21), no presente estudo houve concordancia entre a
sensibilidade “in vitro” de bactérias convencionais de mastite, obtidas de vacas naturalmente
infectadas. Este resultado reforca a indicacdo do teste de sensibilidade microbiana “in vitro”
previamente a institui¢do da terapia, visando o uso racional de antimicrobianos no tratamento
da mastite clinica bovina.

No tratamento da mastite, os isolados sensiveis “in vitro” cuja cura bacteriolégica ndo é
obtida “in vivo” depois do tratamento, poderiam ser justificados pela presenca de outros
fatores que concorrem para a resolugdo dos processos de mastite — além da acdo dos
antimicrobianos —, como a viabilidade intracelular de bactérias, formac¢do de microabscessos
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ou (pio) granulomas mamadrios, producdo de enzimas (B-lactamases) e excesso de material
purulento, que dificultam a a¢do de certos antimicrobianos no foco infeccioso na glandula
mamaria (6, 7, 9, 10).

Para a formacao dos trés grupos de dez animais para o tratamento, com cada farmaco,
foi necessario utilizar, ao todo, 54 animais. Desta forma, foram excluidos 24 animais, dos
quais em cerca de 90% dos casos foram retirados dos grupos de estudo, posto que
apresentavam isolados resistentes ou parcialmente sensiveis ao farmaco do grupo, ou eram
micro-organismos nao responsivos aos tratamentos com antimicrobianos convencionais por
via intramamadria - como fungos, algas e certos actinomicetos - quesitos considerados de
descarte nos critérios de exclusdo do presente estudo. Esta conduta, na formacao dos grupos,
reforca a importancia do teste de sensibilidade microbiana “in vitro” previamente a institui¢ao
do tratamento intramamadrio dos casos clinicos de mastite em vacas, visto que, dentre os 24
animais excluidos supracitados com isolados ndo sensiveis aos farmacos, ou micro-
organismos ndo convencionais na casuistica de mastite, certamente resultariam em insucesso
terapéutico em condi¢des de campo. Este resultado salienta, também, a importancia do exame
microbiolégico antes do inicio do tratamento dos casos de mastite bovina, que possibilita
nortear as agdes de controle/profilaxia da mastite, distintas para micro-organismos de origem
contagiosa e ambiental (10, 18). A lactocultura permite identificar micro-organismos nao
convencionais de mastite, ou ndo responsivos aos tratamentos intramamarios e/ou parenterais
em casos de mastite bovina ao longo da lactacio, cuja recomendacdo seria a ablacdo quimica
dos quartos, ou mesmo o descarte precoce dos animais (7).

A terapia estendida é uma modalidade de tratamento da mastite em vacas indicada no
decorrer da lactacdo, realizada com 6 a 8 aplica¢des de antimicrobianos por via intramamdria,
que tem mostrado incremento nas taxas de cura em certos casos de mastite (10). No presente
estudo, ndo houve diferenca (P>0,01) na cura bacteriolégica comparando o tratamento
convencional e o estendido, para os trés farmacos utilizados em animais com mastite clinica.
Em estudo similar, Kasravi et al. (22) no Ira, compararam o efeito do tratamento convencional
e do estendido em vacas com mastite subclinica utilizando a cefquinoma. Foram constituidos
trés grupos de animais, dos quais o grupo 1 (25 vacas e 52 quartos) foi tratado com tratamento
convencional (trés aplicagdes a cada 16 horas), o grupo 2 (26 vacas e 58 quartos) com
tratamento estendido (seis aplicagdes e a cada 16 horas) e o terceiro grupo nao tratado (22
vacas e 40 quartos). Os principais agentes isolados foram estafilococos coagulase negativos,
estreptococos e coliformes. A cura bacteriolégica nos trés grupos foi, respectivamente,
84,61%, 91,37% e 20%. Nao foi observada diferenca (P>0,01) entre o tratamento
convencional e estendido. Em contraste, Roy et al. (23), no Canad4, investigaram a eficécia da
terapia estendida em vacas cronicamente infectadas por S. aureus utilizando a cefapirina
sodica. Foram tratadas 31 vacas cronicamente infectadas provenientes de 14 rebanhos
selecionados aleatoriamente, tratadas por cinco dias consecutivos, a cada 12 horas,
comparados a outro grupo de 30 animais nao tratados. A cultura microbioldgica foi realizada
com 10, 24 e 31 dias apds o encerramento do tratamento. Foram observadas taxas de cura nos
grupos tratados e controle de, respectivamente, 25,8% e 3,3% (P=0,013), mostrando
incremento nas taxas de cura do tratamento estendido em vacas com infec¢Oes persistentes
por S. aureus.

Tais achados indicam que a terapia mamadria estendida deve ser reservada para situagdes
especificas de tratamento — como infeccdes recorrentes por S. aureus ou por agentes nao
convencionais de mastite, que se opta por tratar ao longo da lactagdo (7) — em virtude do
aumento no manejo na propriedade, devido ao maior nimero de aplicagdes mamarias por
animal, bem como pelo custo adicional dos anti-mastiticos.
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5. CONCLUSAO

As taxas de cura clinica dos animais acima de 90% utilizando a cefoperazona sddica,
gentamicina ou ciprofloxacino indicam que estes farmacos se constituem em Gtimas
alternativas para o tratamento da mastite clinica em vacas na lactagao;

Com base no perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, previamente ao tratamento
intramamario, foi obtida entre 90 a 100% de cura bacteriol6gica nos animais utilizando os trés
farmacos, reforcando a importancia de institui¢do do tratamento da mastite clinica em vacas
com respaldo em testes de sensibilidade microbiana “in vitro™;

Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre as taxas de cura
bacterioldgica comparando o tratamento intramamario convencional e o estendido para os trés
grupos de antimicrobianos, em vacas com mastite clinica, naturalmente infectadas, indicando
que a terapia estendida deve ser reservada para casos especificos de mastite bovina.
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EFICACIA TERAPEUTICA E RESIDUAL DE SEIS FORMULACOES
INSETICIDAS SOBRE O PARASITISMO POR LARVAS DE Dermatobia hominis
EM BOVINOS
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RESUMO

A eficdcia imediata e o poder residual de seis formulagdes quimicas comercialmente
disponiveis para o controle de infestacOes por larvas de Dermatobia hominis foram
avaliados em bovinos da raca Nelore. Quarenta e oito fémeas, naturalmente infestadas,
foram divididas em seis grupos de oito animais com base no nimero de larvas presentes no
dia do tratamento. A contagem do nuimero de larvas foi feita em ambos os lados dos
animais antes do tratamento e semanalmente apds o tratamento até a sexta semana. Os
animais foram tratados com produtos contendo os seguintes principios ativos e respectivas
concentragdes: Triclorfon (1 ml/4 kg), DDVP (15 mL/10 L), Cipermetrina/Butéxido de
Piperonila (10 mL/10 L), Ivermectina 1% (200 mcg/kg), Doramectina 1% (200 mcg/kg) e
Doramectina 1% (50 mcg/kg). As andlises dos resultados revelaram que todos os
tratamentos produziram reducgdo significativa das infestacdes (p<0,01), ndo havendo
diferenca de eficdcia entre os produtos. A inexisténcia de diferenca estatistica entre a
eficdcia imediata e residual proporcionada pelos diferentes tratamentos (p<0,05) contrastou
com a percep¢do visual empirica de que as lactonas macrociclicas teriam apresentado
eficdcia maior que os produtos a base de organofosforados ou piretréides. Os resultados
obtidos ndo sustentam a suspeita de resisténcia a nenhuma das substancias testadas.

Palavras-Chave: Dermatobia hominis, controle, lactonas-macrociclicas organofosforados,
piretréides

THERAPEUTIC AND PROTECTIVE EFFICACY OF SIX PARASITICIDES IN
CONTROLLING Dermatobia hominis INFESTATION IN CATTLE

ABSTRACT

The immediate efficacy and residual effect of six commercially available parasiticides to
control infestations by Dermatobia hominis were evaluated in a Nelore cattle herb. Forty-
eight naturally infested females were divided into six groups of eight animals on the basis
of the number of D. hominis nodules present at the day of treatment. The number of
cutaneous nodules was determined by manual counting of larvae on both side of each
animal. The counting was performed before treatment and weekly after the treatment in the
follow six weeks. The animals were dosed with commercial products containing the
following principles and concentrations: Trichlorfon (1 mL/4 kg), DDVP (15 mL/10 L),
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Cipermetrin/Piperonil Butoxide(10 mL/10 L), Ivermectin 1% (200 mcg/kg), Doramectin
1% (200 mcg/kg) e Doramectin 1% (50 mcg/kg). All the treatments produced a significant
reduction of larval infestation (p<0.01) in all animal groups. The immediate and residual
effectiveness showed no statistical difference (p<0.05) contrasting with the empirical
perception by which the macrocyclic lactones provides a higher effectiveness compared to
organophosphates and pyrethroids drugs. Data obtained in this work showed that there is
no evidence of resistance of D. hominis to any of the drugs tested.

Keywords: Dermatobia hominis, control, macrocyclic-lactones, organophosphates,
pyrethroids

EFICACIA TERAPEUTICA Y RESIQUAL DE SEIS FORMULACIONES
INSECTICIDAS SOBRE LA INFESTACION DE Dermatobia hominis EN GANADO

RESUMEN

Se evaluaran la eficacia inmediata y el efecto residual de seis formulaciones quimicas
disponibles comercialmente para el control de infestaciones de larvas de Dermatobia
hominis. Cuarenta y ocho hembras de la raza Nelore, infestadas naturalmente, fueran
divididas en seis grupos de ocho animales, basados en el niimero de larvas presentes en el
dia de tratamiento. La contaje del nimero de larvas se realizé en ambos lados de los
animales antes del tratamiento y cada semana después del tratamiento hasta la sexta
semana. Los animales fueran dosificados con los siguientes ingredientes activos y
respectivas concentraciones: triclorfén (1 ml / 4 kg), DDVP (15 ml/10 L), Cipermetrina /
butéxido de piperonilo (10 ml/10 L), 1% de ivermectina (200 mcg / kg) Doramectina 1%
(200 mcg / kg) y doramectina 1% (50 mcg / kg). La andlisis de los resultados revelé que
todos los tratamientos produjeron una reduccién significativa de la infestacién (p<0,01),
sin diferencia estadistica entre los productos. Esta falta de diferencia entre los distintos
tratamientos (p<0,05) contrasté con la percepcion visual y empirica de que las lactonas
macrociclicas fueran mds eficaces que los organofosfatos o piretroides. Los resultados
obtenidos refutan la sospecha de resistencia a las sustancias ensayadas.

Palabras clave: Dermatobia hominis, control, lactonas-macrociclicas organofosforados,
piretroides

INTRODUCAO

O parasitismo por Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (Diptera: Cuterebridae)
¢ endémico na América Latina (1) e, no Brasil, é registrado na maioria dos municipios
brasileiros (2). As perdas econOmicas impostas a pecudria bovina e as implicagdes do
parasitismo humano fazem com que este diptero seja considerado a segunda mais
importante causa de mifases em sua drea de distribui¢do, e a mais importante espécie da
familia Cuterebridae (3).

Virias espécies de mamiferos domésticos e silvestres podem ser afetadas, mas em
termos econdmicos o parasitismo de bovinos € o mais relevante. Os prejuizos incluem a
reducdo na producdo de carne e leite, retardo no crescimento dos animais e intensa
desvaloriza¢do dos couros (4). Os danos produzidos ao couro bovino comprometem de
forma expressiva o desempenho da industria de calcados e de outros produtos derivados do
couro (5). Os prejuizos econdmicos sdo particularmente relevantes para o pais, ja que o
rebanho bovino do Brasil € um dos maiores do mundo, possui alta taxa de crescimento
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populacional e as exportacdes brasileiras de produtos derivados da exploragao de bovinos
vém aumentando (6).

Embora o controle das infestagdes pelas larvas de D. hominis dependa
exclusivamente da aplicacdo de inseticidas (7), ndo existem relatos de desenvolvimento de
resisténcia deste parasita a nenhum grupo quimico de drogas inseticidas. No entanto, a
existéncia de grande nimero de organismos resistentes as drogas (desde bactérias até
artrépodes) é uma realidade amplamente conhecida no ambiente agropecudrio, e por isso, a
percepcao empirica de perda ou diminui¢@o de eficacia dos inseticidas contra as larvas de
D. homins tem sido frequentemente atribuida a emergéncia de parasitas resistentes por
parte dos pecuaristas. Diante dessa situacdo, muitos proprietdrios optam por interromper o
uso de determinados inseticidas para empregar drogas de mais amplo espectro,
notadamente os endectocidas na expectativa de obter uma maior produtividade do rebanho.

Neste cendrio, um aspecto que se torna relevante é a possibilidade de comprometer a
estabilidade e a sustentabilidade dos ecossistemas, por causa dos possiveis impactos
ambientais determinados pelo uso de produtos de amplo espectro. O retardo na
decomposicdo do esterco pela reducdo da fauna copréfaga (8) e a possibilidade de indugdo
de resisténcia em outras espécies de parasitas, como nematddeos, carrapatos e outras
moscas, pela inadvertida exposicdo a esses produtos, destacam-se entre 0s impactos
adversos decorrentes dessa pratica (9).

Tendo em vista os aspectos acima abordados, o presente estudo foi delineado com o
objetivo de e avaliar comparativamente a eficdcia de seis formulag¢des de parasiticidas no
controle do parasitismo natural de bovinos por larvas de D. hominis.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 48 fémeas da raca Nelore de rebanho comercial de produciao de
matrizes, localizado no municipio de Avaré, SP (Longitude — 48° 55'/ Latitude — 23° 6'). Os
animais eram mantidos em regime de pasto com suplementacdo mineral em cochos e, no
inicio dos experimentos, todos se encontravam naturalmente infestados com ndmero
varidvel de larvas de D. hominis em diferentes estdgios de desenvolvimento (Tabela 1). Os
experimentos foram realizados no periodo de outubro a janeiro, época em que de acordo
com Pinto et al. (10) ocorre a maior incidéncia do parasitismo. Vinte e quatro horas antes
do inicio dos experimentos, todos os animais foram pesados e examinados para a contagem
do ndmero de ndédulos subcutaneos. Apds esta contagem, os animais foram divididos
aleatoriamente em seis grupos experimentais de oito animais.

A escolha dos produtos testados foi baseada no histérico de uso de produtos
bernicidas na propriedade. Desta forma foram avaliados Triclorfon, DDVP e a combinacado
de Cipermetrina/Butéxido de Piperonila, que de acordo com as informacdes do responsavel
técnico eram as drogas cujo desempenho ndo estaria proporcionando um controle
adequado das infestacdes. Os parasiticidas considerados eficazes foram drogas a base de
Ivermectina e Doramectina que haviam sido introduzidas na propriedade a fim de se obter
um controle mais efetivo das infestacoes.

Dessa forma, apds serem distribuidos em grupos, os animais foram tratados com os
seguintes principios nas respectivas dosagens e vias de aplicacdo:

e Grupo 1- Triclorfon (Neguvon®) — solucdo a 10% aplicada na propor¢do de 1 mL
para cada 4 kg de peso vivo, na linha do dorso (“pour-on”).

¢ Grupo 2- DDVP (Bemilene®) —solucdo a 0,15% (15 mL/10 L) aplicada por meio de
pulverizador costal na propor¢do de 1,5 L/animal.

Oliveira-Sequeira, T C G, Amorim RM, Borges AS, Brant MPR. Eficdcia terapéutica e residual de seis
formulagdes inseticidas sobre o parasitismo por larvas de Dermatobia hominis em bovinos. Vet. e Zootec. 2014
mar.; 21(1): 177-186.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinadria e Zootecnia 180

e Grupo 3- Cipermetrina + Butéxido de Piperonila (Cythal®) — solucdo a 0,1% (10
mL/10 L) aplicada por meio de pulverizador costal na proporcao de 4 a 5
L/animal.

e Grupo 4- Ivermectina 1% (Ivergen®) — aplicado por via subcutinea na dose de 0,2
mg/kg de peso vivo.

e Grupo 5- Doramectina 1% (Dectomax®) — aplicado por via subcutidnea na dose de
200 mcg/kg (1 mL/kg) de peso vivo.

e Grupo 6- Doramectina 1% (Dectomax®) — aplicado por via subcutinea na dose de
50 mcg/kg (250 uL/kg) de peso vivo.

Todos os animais foram examinados aos 7, 14. 21, 28, 35 e 42 dias apds o tratamento
(DPT) para a contagem do nimero de nddulos. As contagens foram realizadas com os
animais sob contencdo e os nodulos foram examinados e contados em ambos os lados de
cada animal (6). Em virtude da impossibilidade de se precisar a viabilidade das larvas
presentes no interior dos nédulos remanescentes logo apds o tratamento, todos os ndédulos
foram incluidos nas contagens.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia de dois fatores (tratamento
e tempo) com medidas repetidas e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Todas
as andlises foram feitas empregando-se o software Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.).

RESULTADOS

A contagem dos nddulos realizada antes do tratamento revelou que os locais mais
intensamente parasitados foram a regido escapular, o dorso e a regido costal dos bovinos
com variagdo de 5 a 92 ndédulos/animal (média = 27). O total de nédulos contados no lado
direito (704) do corpo dos animais foi maior que o do lado esquerdo (593). No entanto, a
andlise estatistica revelou ndo haver diferenca significativa (p>0,05) entre o nimero médio
de larvas instaladas do lado direito (28,7) e esquerdo (24,2) dos animais.

O ndmero de larvas de D. hominis antes do tratamento e nas seis semanas
subseqiientes estd apresentado na tabela 1, de acordo com os grupos experimentais. O
grupo que apresentou menor contagem tinha um total de 158 nédulos e o que apresentava a
maior infestacdo, 262 nddulos. A média do nimero de nédulos nos 6 grupos experimentais
antes do tratamento ndo revelou diferenga significativa (p>0,05).

Tabela 1. Nimero (média) de nédulos de D. hominis em seis grupos de fémeas nelores antes e
apos o tratamento com seis diferentes formulacdes de inseticidas.

Nuamero (média) de nédulos/semana

Grupos* 0 17 2 3 4 5 6
1 262(29) 87(9.8) 2227 45(53) 174(19.8) 272 (30,8) 320 (36.2)
2 158(20) 36(45)  10(1,3) 13(1,6) 69(8,6)  144(18) 276 (34.5)
3 199(249) 53(6,6)  23(29) 43(54) 140 (17.5) 258 (32,3) 304 (38)
4 184(23) 0(0) 709 2(03)  0(0) 3(04) 117 (14,6)
5 236(29,5) 7(0.9) 2003)  9(1,L1)  5(0.6) 27 (3.4) 208 (26)
6 258(323) 3(04) 0 (0) 2(03) 0(0) 0 (0) 38 (4.8)

*1- Triclorfon 10% (1 mL/4 kg de peso vivo); 2 - DDVP 0,15% (1,5 L/animal); 3 - Cipermetrina + Butéxido
de Piperonila 0,1% (4 a 5 L/animal); 4 - Ivermectina 1% (0,2 mg/kg de peso vivo); 5 - Doramectina 1% (200
mcg/kg de peso vivo); 6 - Doramectina 1% (50 mcg/kg de peso vivo).

# diferencas significativas em relagdo a semana 0 para todos os grupos (p<0,01) e auséncia de diferenca entre
os grupos (p>0,05).
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Uma semana apds o tratamento foi constatada reducdo significativa no nimero de
nédulos de D. hominis em todos os grupos de animais (p<0,01). Nos animais do grupo 4 a
reducdo foi de 100%, seguida dos animais do grupo 6 (98,8%), 5 (97%) 2 (77,2%), 3
(73,3%) e 1 (66,8%). As andlises estatisticas realizadas para comparar a eficicia imediata
dos seis tratamentos utilizados revelaram nao haver diferenca significativa entre eles
(p>0,05).

A dindmica da infestacdo por larvas de D. hominis antes e apds o tratamento com
cada um dos principios ativos em suas respectivas concentragdes esta apresentada na figura
1. Apés o tratamento, o ressurgimento de nédulos com larvas em seu interior, indicativo de
reinfestacdo, foi observado na terceira semana no grupo 1 e 3; na quarta semana no grupo
2; na quinta semana no grupo 5 e na sexta semana no grupo 6 (fig. 1). As andlises
estatisticas destes dados revelaram que as diferencas observadas ao longo do tempo nao
sao significativas (p>0,05).
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Figura 1. Dinamica das infestagdes por larvas de D. hominis em seis grupos de fémeas
nelores antes e apds o tratamento as seguintes formulagdes inseticidas: 1- Triclorfon 10%
(1 mL/4 kg de peso vivo); 2 - DDVP 0,15% (1,5 L/animal); 3 - Cipermetrina + Butéxido
de Piperonila 0,1% (4 a 5 L/animal); 4 - Ivermectina 1% (0,2 mg/kg de peso vivo); 5 -
Doramectina 1% (200 mcg/kg de peso vivo); 6 - Doramectina 1% (50 mcg/kg de peso
Vivo).

DISCUSSAO

A suspeita inicial de desenvolvimento de resisténcia aos antiparasitarios baseia-se na
percep¢do de diminuicdo de eficdcia dos produtos em controlar determinada peste. Por
1sso, antes de tudo € necessario verificar se as falhas ndo estido relacionadas a outros fatores
como, por exemplo, a utilizacdo inadequada dos produtos (11). No caso dos inseticidas a
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primeira etapa da investigacdo consiste na verificacdo de diminuicao de susceptibilidade da
populacdo a ser controlada (12). No presente trabalho, para esta etapa inicial, optou-se pelo
teste de eficdcia a campo, empregando animais naturalmente infestados. Com isso, a época
para a realizacdo dos experimentos foi escolhida tendo por base as informacdes de médicos
veterindrios e de pecuaristas da regido, uma vez que nao se dispdem de estudos sobre a
distribuicao sazonal das infestacdes por larvas de D. homins na localidade estudada. Além
disso, dados obtidos em regides com clima semelhante indicavam que as maiores
infestacOes nos bovinos ocorrem nos meses de setembro a dezembro (10, 13). O niimero
expressivo de larvas de D. hominis encontrado nos animais de todos os grupos, tanto no
momento do tratamento como nas 6 semanas subsequentes, revelou que o periodo utilizado
para esta avaliacao foi adequado.

Quanto aos parasiticidas avaliados, os pertencentes ao grupo dos organofosforados
incluiam o triclorfon e 0o DDVP. A despeito de seu pequeno efeito residual, o triclorfon se
destaca por ser o principio ativo mais utilizado para o controle de infestacdes por larvas de
D. hominis em pequenas propriedades no Brasil (7), em funcdo de sua eficicia e do baixo
custo. Quanto ao DDVP, o préprio nome comercial do produto, Bernilene®, jé alude a sua
indicacdo para o controle de Dermatobia. A cipermetrina e o butéxido de piperolina sio
piretréides sintéticos utilizados em combinacdo para aumentar a eficicia inseticida pelo
sinergismo dos dois principios ativos. Com relacdo as lactonas macrociclicas (LM), sdo
consideradas as drogas mais potentes para o combate ao berne. Doses de 200 mcg/kg de
peso vivo tanto de ivermectina, abamectina, como de doramectina sdo consideradas
altamente eficazes no controle de todos os estidgios de D. hominis (7).

Nas infestacdes por dipteros, pondera-se que a eficacia dos produtos deve situar-se
entre 80 e 100%, preferencialmente acima de 90% (14). Assim sendo, esta indicacdo de
eficdcia foi adotada como parametro no presente trabalho.

No presente trabalho, a eficdcia dos produtos organofosforados e da combinacdo de
cipermetrina com butéxido de piperonila avaliada aos 7 DPT revelou redug¢ao do nimero
de nédulos de D. hominis inferior a 80%. No entanto, apds 14 dias, o nimero de nédulos
nos animais destes 3 grupos (1, 2 e 3) decresceu, alcancando, no caso dos
organofosforados, reducio superior a 90%. Como todos os nédulos presentes nos animais
foram incluidos nas contagens, pode-se suspeitar que parte dos nédulos contabilizados aos
7 DPT contivesse larvas invidveis que ainda nao haviam sido expelidas. Porém, nao é
possivel descartar a possibilidade de que alguns destes nddulos contivesse larvas que
sobreviveram ao tratamento e que se desprenderam apds completaram o desenvolvimento
larval para pupar. Isto porque, pelo menos no que se refere aos piretréides (grupo 3), é
sabido que tém pouca acdo letal contra o segundo e terceiro estidgio de larvas de D. hominis
(7).

Ainda no que se refere a eficicia imediata (determinada uma semana apds o
tratamento), apenas os produtos da classe das lactonas macrociclicas (Ivermectina e
Doramectina) promoveram reducdo acima de 90% conforme indicado para o controle de
dipteros (14). Estes elevados niveis de eficidcia das lactonas macrociclicas contra o berne
sdo comparaveis aos registrados para outras mifases (15). No caso da Doramectina, esta
eficdcia se manteve mesmo quando a dose utilizada foi 4 vezes menor que a indicada pelo
fabricante. A eficicia de “microdoses” das avermectinas tem sido destacada como uma
caracteristica no controle de outras mifases como Hypoderma em bovinos (16) e
Przhevalskiana em caprinos (17).

Nao obstante estas constatacdes relativas as LM, quando comparadas
estatisticamente, a eficdcia imediata de todas as drogas ndo apresentou diferencas
significativas e, portanto, pode-se concluir que todos os tratamentos foram eficazes em
produzir reducdo significativa no numero de ndédulos de D. homins. De maneira
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semelhante, ao longo das seis semanas de observacdo, a eficdcia residual de todos os
produtos utilizados ndo revelou diferencgas significativas.

O parasitismo por larvas de D. hominis tem sido percebido por criadores de bovinos
da raca Nelore como um problema expressivo tanto pela freqiiéncia como pela intensidade
com que os animais sdo acometidos. No presente trabalho, os animais apresentavam-se
visivelmente irritados e constantemente se debatiam na tentativa de se aliviarem do
incomodo provocado pelas larvas. A intensidade com que animais da raca Nelore sdo
parasitados por larvas de D. hominis contrasta com o elevado grau de resisténcia que
apresentam as infestacdes por carrapatos (18) e aos nematédeos gastrintestinais (19).
Assim sendo, muito frequentemente, a aplicacdo de drogas antiparasitirias em animais
desta raca € feita com o unico objetivo de se controlar o parasitismo por larvas de D.
hominis.

Tendo em vista estas afirmacdes e o fato de ndo ter sido constatada qualquer
diferencga significativa na eficdcia das drogas avaliadas para o controle da dermatobiose
outros parametros merecem consideracdo para a escolha dos produtos a serem utilizados.
Assim, o custo dos produtos, a facilidade de aplicacdo, os efeitos toxicos sobre 0os animais
e tratadores e os efeitos colaterais das drogas contra outros organismos presentes no
ambiente, devem ser destacados.

Em relacdo aos custos, as LM sdo de trés a quatro vezes mais caras que os produtos
OP (20). Outro aspecto negativo relevante, em relacdo as LM, diz respeito aos possiveis
efeitos sobre os invertebrados que constituem a fauna coproéfila. Quando administradas nas
dosagens recomendadas, cerca de 80% da dose das LM € excretada de forma ndo alterada
nas fezes dos animais (21, 22), podendo por pelo menos um més, afetar de forma adversa a
sobrevivéncia de organismos tais como insetos copréfagos (23, 24). Outra preocupagao
que se deve ter com o uso das LM € a possibilidade de inducdo de resisténcia aos
nematddeos intestinais € aos carrapatos principalmente em animais naturalmente
resistentes a estes organismos, como € o caso de bovinos da raga Nelore.

A despeito destes inconvenientes, as LM constituem produtos de grande
popularidade em fun¢do da baixa toxicidade que apresentam para os mamiferos e da facil
aplicacdo, especialmente se comparado aos organofosforados. Outro dado que faz com que
muitos proprietdrios optem pelas LM é a percepc¢do empirica de sua maior eficicia. No
presente trabalho, este aspecto pode ser claramente evidenciado. Aos vinte e oito dias pos-
tratamento, nos bovinos dos grupos 1 (Triclorfon) e 3 (Cipermetrina + Piperonila) o
nimero total de nédulos ja era superior a 100 e nos animais do grupo 2 (DDVP) de 69
ndédulos; enquanto isso, os animais do grupo 5 (Doramectina - 200 mcg/kg) tinham apenas
5 nédulos e os animais dos grupos 4 (Ivermectina 1%) e 6 (Doramectina - 50 mcg/kg)
ainda ndo apresentavam nddulos. Embora estas diferencas ndo sejam estatisticamente
significativas, a percepcdo empirica € a de que o poder residual das LM foi mais
expressivo.

A impressdo de tratadores e pecuaristas, de que o parasitismo dos animais tratados
com as LM € muito mais prontamente reduzido e duradouro que o obtido com o0s outros
principios ativos avaliados, faz com que suspeitem de resisténcia em relagdo a estes
produtos. No entanto, no presente trabalho, as andlises estatisticas dos dados nao ratificam
esta suspeita. Uma possivel explicagdo para esta divergéncia pode se dever ao fato de que
na apreciacdo empirica o parasitismo € avaliado considerando individualmente cada um
dos animais, enquanto que as andlises estatisticas avaliam diferencas entre médias.

Contrabalangando os inconvenientes e beneficios relativos ao uso das LM no
controle de larvas que causam miiases, alguns pesquisadores tém investigado a
possibilidade de, neste caso, utilizar as LM em doses inferiores as recomendadas para o
controle de helmintos e carrapatos. De acordo com Boulard et al. (20), o controle da
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hipodermose com baixas dosagens de LM tem a vantagem de manter a eficicia com
reducdo dos custos e dos efeitos colaterais negativos sobre o meio ambiente. Estes autores
destacaram ainda que a eficicia da utilizacdo das LM em baixas dosagens foi
preponderante na decisdo do Ministério da Agricultura da Franga para incluir esta
estratégia na elaborac@o do plano nacional de controle integrado da hypodermose.

No presente trabalho, a utilizacdo de Doramectin em dose quatro vezes menor
revelou eficdcia imediata e residual comparavel a obtida com a dosagem recomendada pelo
fabricante, sugerindo assim ser uma alternativa para o controle das infestagdes por D.
hominis quando este é o Unico parasitismo a ser controlado. Como se trata de uma tnica
experiéncia, mais estudos serdo necessarios para se estabelecer a conveniéncia desta
alternativa, inclusive para se determinar as épocas mais propicias para o tratamento
estratégico das infestacoes.
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RESUMO

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de prolongar a longevidade espermdtica por
meio da refrigeracdo ou criopreservacao do sémen equino e com isso melhorar as taxas de
fertilidade. Muitas dessas pesquisas tém como objetivo desenvolver diluidores, aditivos,
curvas e protocolos de refrigeragdo, assim como tempos e temperaturas de estocagem que
garantam a motilidade e integridade do s€émen equino submetido a refrigeracdo e com isso
indices de fertilidade melhores € menos variaveis. Nos ultimos anos, houve um aumento
considerdvel na utilizacdo de s€émen equino refrigerado, principalmente devido a aceitagdao de
grande parte das associacdes de criadores de cavalos. A raca Mangalarga Marchador, de
origem nacional, tem se mostrado extremamente sensivel ao processo de manipulagdo,
refrigeracdo e transporte de s€émen. Como em outras espécies de produgdo, o sucesso da
inseminagdo artificial nos equinos depende da manutencdo da viabilidade e fertilidade do
sémen durante o armazenamento. Além disso, quanto maior o tempo ao qual se mantem o
potencial fertilizante do sémen refrigerado, maior flexibilidade terd o médico veterinario para
coletar e enviar o sémen aos haras em que as éguas se encontram, resultando num maior éxito
da técnica. O presente experimento teve por objetivo comparar as racas Mangalarga
Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM) quanto a resisténcia a refrigeracdo em duas
temperaturas de armazenamento de sémen refrigerado (5°C e 15°C). Os resultados deste
trabalho demonstraram que nao houve diferenca entre as temperaturas de armazenamento
(5°C e 15°C), mostrando que ambas sdo eficientes na manutencao da viabilidade espermética
pelo periodo de 24 horas para ambas as ragas estudadas. Além disso, foi observada uma
caracteristica espermdtica superior dos garanhdes da raga Quarto de Milha quando comparada
aos da raca Mangalarga Marchador, tanto nos parametros de velocidade espermaética, avaliado
pelo CASA, revelando uma maior sensibilidade dos animais da raca Mangalarga ao processo
de refrigeragao do sémen.

Palavras-chave: garanhao, s€émen refrigerado, Mangalarga Marchador e Quarto de Milha
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COMPARISON OF DIFFERENCES STORAGE TEMPERATURES IN COOLING
SEMEN OF MANGALARGA MARCHADOR AND QUARTER HORSES
STALLIONS

ABSTRACT

Studies have been conducted in order to prolong sperm longevity using cooling or frozen-
thawed equine semen and in that way improve fertility rates. Many of these studies have
focused on developing extenders, additives, cooling curves and protocols, as well as storage
times and temperatures to ensure the integrity and motility of equine semen exposed to
cooling. Recent years have increased the use of cooled equine semen, mainly due to the
acceptance of the horse breeders associations. The Brazilian breed called "Mangalarga
Marchador" has proven to be extremely sensitive to the cooling semen. As in other species,
the success of artificial insemination in horses depends on maintaining the viability and
fertility of semen during storage. Moreover, the longer you keep the cooling semen fertilizing
potential, more flexibility will have the veterinarian to collect and send the semen samples,
resulting in higher technique success. The aim of this study was to compare breeds
Mangalarga Marchador (MM) and Quarter Horses (QM) for resistance to cooling in two
semen storage systems (5°C and 15°C). The results showed no difference between the storage
temperatures (5°C and 15°C), showing that both are effective in maintaining sperm viability
for a period of 24 hours for both breeds studied. In addition, we observed superior sperm
characteristics for Quarter Horse stallions when compared to the Mangalarga Marchador,
evaluated by CASA, revealing a higher sensitivity for the cooling process by Mangalarga
Marchador stallions.

Keywords: stallion, cooled semen, Mangalarga Marchador e Quarter Horse

COMPARACION DE DIFERENTES TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO
DE SEMEN REFRIGERADO DE CABALLOS MANGALARGA MARCHADOR'Y
CUARTO DE MILLA.

RESUMEN

Ultimamente, varios estudios se han realizado con el fin de prolongar la longevidad de los
espermatozoides mediante refrigeracion o criopreservacion del semen equino y de esa manera
mejorar las tasas de fecundidad. Muchos de estos estudios se han centrado en los diluyentes,
aditivos, curvas de enfriamiento y protocolos, asi como los tiempos y temperaturas de
almacenamiento para garantizar la integridad y la motilidad del semen equino expuestos al
enfriamiento. En los udltimos afios han aumentado el uso de semen refrigerado equino,
principalmente debido a la aceptacion de las asociaciones de criadores de caballos. La raza
brasilefia "Mangalarga Marchador" ha demostrado ser extremadamente sensible a la
refrigeracion del semen. Como en otras especies, el éxito de la inseminacion artificial en los
caballos depende del mantenimiento de la viabilidad y fertilidad del semen durante el
almacenamiento. Por otra parte, cuanto mas tiempo se mantenga el potencial fertilizante, més
flexibilidad tendrd el veterinario para colectar y enviar las muestras de semen, lo que resulta
en mejores resultados de la técnica. El objetivo de este estudio fue comparar las razas
Mangalarga Marchador (MM) y Caballos Cuarto de Milla (CM) para la resistencia a la
refrigeracion en dos temperaturas de almacenamiento de semen (5°C y 15°C). Los resultados
no mostraron diferencia entre las temperaturas de almacenamiento (5°C y 15°C), mostrando
que ambos son efectivos en el mantenimiento de la viabilidad espermadtica por un periodo de
24 horas para ambas las razas estudiadas. Ademads, se observd caracteristicas espermaticas
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superiores de los sementales Cuarto de Milla en comparacion con los Mangalargas
Marchadores, evaluada por CASA, indicando una mayor sensibilidad para el proceso de
refrigeracion para la raza Mangalarga Marchador.

Palabras clave: semental, semen refrigerado, Mangalarga Marchador y Cuarto de Milla
INTRODUCAO

Atualmente, a comercializacio e o transporte de s€émen, tanto refrigerado como
congelado, se tornaram uma das atividades mais frequentes dentre as realizadas pelas centrais
de reproducdo equina no Brasil. Nao sé devido a aceitacdo das associagdes de criadores de
cavalos, como também ao desenvolvimento de novas tecnologias permitindo com que o
sémen seja transportado da propriedade em que o garanhdo se encontra até a propriedade em
que a égua estd alojada (1). O fato de se transportar o s€émen até as éguas, ao invés de
transportd-las até o garanhio oferece inimeras vantagens, como a eliminacdo de gastos com
transporte, a diminui¢do do estresse animal, a diminui¢do dos riscos impostos aos potros € as
préprias matrizes de possiveis acidentes e de adquirir doencas, como resultado da exposi¢ao a
patdgenos em seu novo ambiente, além, destas propriedades serem, na grande maioria,
distantes e dispenderem altos custos com a hospedagem dos animais (2). O armazenamento
do s€émen em baixas temperaturas tem como objetivo prolongar a viabilidade espermética por
reduzir o consumo de energia (3). Porém, durante o processo de reducdo de temperatura,
ocorre reorganizacdo nos lipideos da membrana plasmatica, e a formacdo de alguns
subprodutos indesejaveis o que acarreta diretamente na diminui¢do da longevidade dos
espermatozoides (4). A raca Mangalarga Marchador, de origem nacional, tem se mostrado
extremamente sensivel ao processo de manipulagdo, refrigeracdo e transporte de sémen
diferentemente de garanhdes das racas Quarto de Milha, Brasileiro de Hipismo e outras de
origem internacional (5). O objetivo deste estudo foi comparar a resisténcia do sémen
refrigerado de garanhdes da raca Mangalarga Marchador (MM) com individuos da raga
Quarto de Milha (QM), e definir qual a melhor temperatura de armazenamento de s€men para
os cavalos destas racas.

MATERIAIS E METODOS

O presente experimento avaliou duas temperaturas de armazenamento de sémen
refrigerado, 5°C e 15°C, de garanhdes das racas Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de
Milha (QM) quanto aos padrdes de velocidade computadorizada e integridade de membrana.

Animais

Foram utilizados dois ejaculados de 27 garanhdes (n=54 ejaculados), com idade entre 4
e 12 anos, sendo 11 da raga Mangalarga Marchador (MM) e outros 16 da raca Quarto de
Milha (QM).

Colheita dos Ejaculados

A colheita de s€men foi realizada com vagina artificial. Foi empregada a metodologia
da colheita fechada, com a temperatura da vagina artificial em torno de 45°C. Para que o
garanhdo efetuasse a monta, utilizou-se de uma égua no cio, devidamente contida, ou de
manequim proprio para a monta de garanhdes.
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Processamento do Sémen

Ap6s a colheita dos ejaculados, estes foram filtrados, para que fosse descartada a fragao
gel, o volume mensurado em proveta graduada e uma aliquota do s€émen foi separada para
avaliacdo da motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade espermadtica ao
longo de uma trajetéria média (VAP), percentual de espermatozoides rdpidos (RAPID) pela
andlise computadorizada (CASA - Hamilton Thorn — HTMIVOS 10), bem como a integridade
de membrana plasmdtica (Iodeto de Propideo), integridade acrossomal (FITC-PSA) e
potencial mitocondrial (JC-1) segundo Celeghini et al. (6). A avaliacio da concentragao
espermdtica foi realizada em microscopio de luz (200x) com auxilio de uma camera de
Neubauer ap6s dilui¢ao de 10uL de s€émen em 190 uL de dgua destilada (1:20).

ApOs andlise, o sémen foi diluido em meio comercial (Botusemen®), em propor¢des que
variaram de 2:1 a 5:1 a fim de se conseguir uma concentracdo de 50x10° sptz/mL e entdo se
iniciou o processo de refrigeracdo nas caixas térmicas conhecidas por Botutainer® (5°C) e
Botubox® (15°C). As andlises foram realizadas nos momentos 0, apés 12 e 24 horas de
refrigeragao.

Analise Estatistica

Para cada varidvel avaliada, foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) de um
delineamento em blocos, sendo cada animal considerado um bloco e os tratamentos no
esquema fatorial com os fatores: raca, caixas térmicas, tempo de armazenamento e ejaculado.
A comparacao entre as médias dos niveis de cada fator foi realizada pelo teste de Tukey, com
nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS

As temperaturas de armazenamento de sémen refrigerado (5°C e 15°C), avaliados
independentemente do fator raca, ndo demonstraram qualquer diferenca em todos os
parametros avaliados, conforme pode ser observado nas tabelas de 1 a 5.

Ao se comparar as ragas Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, independente dos
sistemas e tempo de armazenamento observou-se diferenca estatistica (P<0,05) favordvel a
raca Quarto de Milha, para os parametros de motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), velocidade espermatica ao longo de uma trajetéria média (VAP) e percentual de
espermatozoides rdpidos (RAPID), conforme descrito nas Tabelas 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Com relagdo a integridade das membranas ndo foi encontrada diferenca
(P>0,05) nos subtipos celulares que apresentavam membrana plasmaética e acrossomal integra,
com alto potencial mitocondrial (PIAIA) (Tabela 5).

Ao se avaliar somente o tempo em que o s€men foi acondicionado nos dois sistemas de
armazenamento, observou-se que a motilidade total (Tabela 1) e o percentual de
espermatozoides rapidos (Tabela 4) apresentaram diferenca em todos os momentos avaliados,
ou seja, conforme esperado o s€émen no momento 0 apresentou melhores resultados que o
sémen armazenado por um periodo de 12 horas, que por sua vez se apresentou melhor que o
acondicionado por um periodo de 24 horas.

A motilidade progressiva (Tabela 2) e o VAP (Tabela 3) mostraram um mesmo
comportamento com relacdo ao tempo. Em ambos os casos, o sémen no momento 0 nao
mostrou diferenca (P>0,05) do sémen refrigerado no momento 12 horas, porém foi diferente
do refrigerado no momento 24 horas (P<0,05). Em contrapartida, o s€men refrigerado por 12
horas ndo mostrou diferenca do armazenado por 24 horas (P>0,05).
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Quando da avaliacdo da integridade das membranas espermdticas, 0s subgrupos
celulares PIAIA foram diferentes no momento 0 (P<0,05) quando comparado ao sémen
armazenado por 12 e por 24 horas nos sistemas de armazenamento de sémen refrigerado.

Tabela 1. Média e Desvio Padrao (%) da Motilidade Total (MT) dos garanhdes das ragas
Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM), nos sistemas térmicos de 5 e 15°C,
nos tempos 0, 12 e 24, e no TTR (37°C por 4 horas) nos momentos 12 e 24 horas.

VARIAVEL RACA CAIXA TERMICA TEMPO
0 12° 24°¢
MM 58 75,00+12,08 65,17+18,86 55,72424,18
MT 154 75,00+12,08 67,17+14,20 58,61%26,06
oM 58 80,44+8,39 76,81+10,81 72,72+13,52
158 80,44+8,39 76,97+11,82 73,22+14,54

Letras maidsculas: comparam as médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes.
Letras mindsculas: comparam as médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes, ao longo dos tempos
avaliados.

Conforme demonstrado na Tabela 1, ndo foi observada diferenca estatistica (P>0,05)
com relacdo as temperaturas de armazenamento. Porém pode-se verificar diferenca estatistica
(P<0,05), com superioridade da raca Quarto de Milha, no parametro de motilidade total. Os
tempos de armazenamento foram diferentes no momento 0, 12 e 24 horas de refrigeracao.

Tabela 2. Média e Desvio Padrdo (%) da Motilidade Progressiva (MP) dos garanhdes das
racas Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM), nos sistemas térmicos de 5 e
15°C, nos tempos 0, 12 e 24.

VARIAVEL RACA CAIXA TERMICA TEMPO
0 12%° 24°
MM 5% 32,50+11,21 28,72+14,93 25,00+18,64
MP 15" 32,50+11,21 26,28+12,03 22,17+16,07
oM 58 41,84+11,84 41,81£13,17 39,69+14,49
158 41,84+11,84 38,81+13,92 34,47+14,35

Letras maitsculas: comparam as médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes. Letras mindsculas:
comparam as médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes, ao longo dos tempos avaliados.

Foi observada diferenca estatistica (P<0,05) na motilidade progressiva (MP) entre as
racas estudadas, com superioridade para os animais da raga Quarto de Milha. Entre as
temperaturas de armazenamento ndao houve diferenca (P>0,05). Em relacdo aos tempos de
armazenamento nao houve diferenca (P>0,05) entre o s€émen no momento 0 e o armazenado
por 12 horas e entre os tempos de 12 e 24 horas, porém houve diferenca (P<0,05) entre os
momentos 0 e 24.

Tabela 3. Média e Desvio Padrdo da velocidade espermética ao longo de uma trajetéria média
(VAP), medida em um/s pelo HTMA, dos garanhdes das ragas Mangalarga Marchador (MM)
e Quarto de Milha (QM), nos sistemas térmicos de 5 e 15°C, nos tempos 0, 12 e 24.

VARIAVEL RACA CAIXA TERMICA TEMPO
0 12%° 24°
MM 54 132,83+19,31 113,89+28,54 108,67+36,63
VAP 15BA 132,83+19,31 121,00+22,89 106,78+39,21
oM 5 130,06+19,51 127,02+12,27 115,29+19,82
158 130,06+19,51 124,81+26,37 122,53+16,32

Letras maidsculas: comparam as médias das racas nos sistemas térmicos correspondentes. Letras mindsculas: comparam as
médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes, ao longo dos tempos avaliados.
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Quando avaliada a velocidade espermadtica ao longo de uma trajetéria média (VAP),
medida em um/s pelo CASA, foi observada diferenca (P<0,05) entre as ragas. As
temperaturas de armazenamento nao apresentaram diferenga (P>0,05). Em relacdo aos tempos
de armazenamento, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os momentos O e 12 horas e para os
momentos 12 e 24 horas, e houve diferenca (P<0,05) entre os momentos 0 e 24, conforme
pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 4. Média e Desvio Padrao (%) do percentual de espermatozoides rdpidos (RAP) dos
garanhdes das racas Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM), nos sistemas
térmicos de 5 e 15°C, nos tempos 0, 12 e 24, e no TTR (37°C por 4 horas) nos momentos 12 e
24 horas.

VARIAVEL RACA CAIXA TERMICA TEMPO
0° 12° 24°
MG 54 66,94+13,76 55,78424,22 45,50+23,80
RAP 15* 66,94+13,76 56,44+17,76 49,56+23,79
oM 58 74,22+10,61 69,78+12,79 64,34+15,67
158 74,22+10,61 69,13+14,93 64,44+17,21

Letras maidsculas: comparam as médias das racas nos sistemas térmicos correspondentes. Letras mindsculas: comparam as
médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes, ao longo dos tempos avaliados.

Observou-se também, conforme demonstrado na Tabela 4, diferenca estatistica (P<0,05)
no percentual de espermatozoides rapidos (RAP) entre as racas, com superioridade dos
individuos da raca Quarto de Milha. Entre as temperaturas de armazenamento ndo foi
demonstrado diferenca (P>0,05). Os tempos de armazenamento foram diferentes em todos os
momentos avaliados (p<0,05).

Tabela 5. Média e Desvio Padrdao (%) do percentual de espermatozoides que apresentam
Membrana Plasmdtica Integra, Acrossomo integro e Alto potencial mitocondrial (PIAIA) dos
garanhdes das racas Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM), nos sistemas
térmicos de 5 e 15°C, nos tempos 0, 12 e 24.

VARIAVEL RACA CAIXA TERMICA TEMPO
0* 12° 24¢

MM 54 64,06+8,54 50,7249,86 44,50+12,20

PIAIA 15* 64,06+8,54 51,78+8,91 42,06+12,20

oM 54 57,69+13,13 49,56+12,55 43,91+12,40

15* 57,69+13,13 52,09+11,36 44,91+11,79

Letras maidsculas: comparam as médias das racas nos sistemas térmicos correspondentes. Letras mindsculas: comparam as
médias das ragas nos sistemas térmicos correspondentes, ao longo dos tempos avaliados.

Conforme demonstrado na Tabela 5, ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) na
avaliacdo de integridade de membrana plasmadtica, potencial mitocondrial e integridade
acrossomal para a varidvel PIAIA (Membrana Plasmatica Integra, Acrossomo Integro e Alto
Potencial Mitocondrial) entre as ragas, assim como nos sistemas térmicos avaliados. Ja os
tempos de armazenamento foram diferentes (P<0,05) em todos os momentos avaliados.

DISCUSSAO

O sucesso da preservacdo espermatica, pela refrigeracao esta diretamente relacionado a
fatores como: dilui¢do, curva de refrigeracdo lenta e temperatura de armazenamento que
reduza o metabolismo espermatico minimizando os danos a membrana plasmatica (7). Squires
e Brisko (8) recomendam uma dilui¢do do ejaculado a uma concentracdo de 25 e 50 x 10°
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sptz/ml, principalmente pelo fator deletério do plasma seminal sobre o resfriamento e
armazenamento do s€émen equino a 5° C.

A utilizacdo das biotecnologias do s€men, tanto refrigerado como congelado, viabiliza o
uso de um reprodutor em momentos nos quais nao seria possivel a monta natural, devido,
principalmente as grandes distancias encontradas entre o haras em que este se encontra e as
propriedades das éguas (1), além disso, com a grande procura do s€émen de alguns garanhdes
geneticamente superiores, podemos otimizar seu uso pela possibilidade de um ejaculado ser
fracionado em varias doses, que podem ser enviadas a distintas regides do pais, além disso,
preservamos a saude destes garanhdes, eliminamos 0s gastos inerentes ao transporte tanto do
macho como da fémea, diminuimos o estresse animal, os riscos do transporte de potros e
matrizes de possiveis acidentes e adquirir novas doencas (2), e ainda aumentamos o nimero
de animais a serem acasalados com um determinado reprodutor.

Sabe-se que a capacidade fertilizante, usualmente € associada a qualidade da motilidade
e a morfologia espermdtica (9, 10), porém estas ndo possuem uma correlagdo absoluta, dessa
forma, pode se dizer que o parametro da motilidade € menos preciso do que a real fertilidade
das amostras de s€émen para se estimar a viabilidade espermatica (11). Assim, buscando uma
maior correlacdo entre as caracteristicas de movimento e a capacidade fertilizante, Jasko et al.
(12) verificaram que a motilidade total, progressiva e velocidade média (VAP) podem
predizer melhor sobre a fertilidade, demonstrando a importincia do uso da anélise
computadorizada para se obter uma maior acuidade nas avaliacdes.

O presente experimento teve por objetivo central avaliar e determinar o efeito do
processo de refrigeracdo de sémen sobre a qualidade espermdtica. Os individuos da raca
Mangalarga Marchador mostraram de uma forma geral maior sensibilidade ao processo de
refrigeracdo quando comparado aos da raca Quarto de Milha tanto no armazenamento a 5°C,
quanto no de 15°C, nos momentos 12 e 24 horas. Esta maior sensibilidade foi observada nos
parametros de MT (Tabela 1), MP (Tabela 2), VAP (Tabela 3), RAP (Tabela 4).

No parametro motilidade total foram observados valores de aproximadamente 77% para
os Quarto de Milha e 67% para os garanhdes da raca Mangalarga Marchador no periodo de 12
horas e de aproximadamente 73% versus 57% quando armazenado por 24 horas em ambos 0s
sistemas de armazenamento, ou seja, do momento O para o 12 horas e do 12 para o 24 horas,
houve uma queda de 10 pontos percentuais para os MM e 4 para os QM em ambos 0s
periodos.

Apesar de a literatura ser omissa na comparacdo entre racas e sua relacio com
resisténcia a refrigeracdo de sémen, uma maior sensibilidade dos garanhOes da raga
Mangalarga foi observada quando comparou s€émen submetido a congelacio de garanhdes das
racas MM, QM e HIPISMO (5). Este mesmo autor verificou que os individuos da raga MM
foram os menos resistentes, onde somente 11,7% dos garanhdes avaliados apresentaram uma
MT maior que 40% apds o processo de descongelagcdo, enquanto no grupo das ragas QM e
HIPISMO, 50 e 53,8% apresentaram uma MT maior que 40%.

Uma queda marcante na motilidade progressiva no s€émen refrigerado de cavalos da racga
MM foi observada, conforme observado na Tabela 2. Concordando com o estudo de
Alvarenga (5) que verificou que 5,8% dos garanhdes obtiveram MP>20%, enquanto foi
observado 41,6% dos cavalos da raca QM e 30,7% dos garanhdes de Hipismo.

Além da MT e MP, o presente estudo demonstrou que a raga MM foi mais sensivel ao
processo de refrigeracio do que a raca Quarto de Milha com relacdo as velocidades
espermaticas e porcentagem de espermatozoides rapidos (Tabela 4).

As temperaturas de armazenamento, 5°C e 15°C, ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (P>0,05), em todos os parametros avaliados para todos os individuos
tanto dos garanhdes da raga MM quanto para os QM, demonstrando que ambos os sistemas de
armazenamento de sémen sdo adequados para a manuten¢do das caracteristicas da qualidade
do sémen, corroborando com os achados de outros pesquisadores (13, 14).

Farrds MC. et al. Comparacdo de diferentes temperaturas de armazenamento de s€men refrigerado de garanhdes
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Alguns estudos demonstram que a manutencdo da temperatura em torno de 5°C ¢é
preferencial a de 20°C (15, 16), ressaltando que o intervalo entre 4-6°C € o mais adequado
para a manutencdo da motilidade e da fertilidade (17, 18). Avanzi et al. (13) ndo encontraram
diferengas entre os sistemas de armazenamento. Neste trabalho, foram comparadas duas
temperaturas de refrigeracio a 5°C e 15°C, a temperatura ambiente de 25°C. As
caracteristicas de motilidades total e progressiva, bem como a integridade de membrana nao
foram afetadas pela temperatura de armazenamento, assim como em outros estudos (14, 19)
que nao encontraram diferencas quando compararam os sistemas de armazenamento de s€men
a5°Ce 15°C.

CONCLUSOES

A partir dos resultados e nas condicdes em que o experimento foi realizado, pode-se
concluir que as temperaturas de armazenamento de sémen refrigerado equino a 5°C e 15°C sdo
eficientes tanto na manutencdo das caracteristicas de motilidade e integridade de membrana e
se comportam de maneira similar por um periodo de ate 24 horas. Além disso, a racga
Mangalarga Marchador apresentou uma maior sensibilidade quanto a manuteng¢do da
qualidade seminal apds refrigeracdo do sémen quando comparada a raga Quarto de Milha.
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abordado, a convite dos editores.

Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract
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referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO
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inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com keywords, resumen com palabras claves e
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COMUNICACOES CURTAS
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Citacoes
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descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produg¢do Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

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

7 Publicacgoes disponiveis na Internet

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

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

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

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

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterindria e Zootecnia”

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

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

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

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

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

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

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

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

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

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

3. The structure of the paper must include:

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

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

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

REVIEW ARTICLES

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

CASE REPORTS

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

SHORT COMMUNICATIONS

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

REFERENCES AND CITATIONS

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

Examples:

Citations

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

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

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

References
List the first seix authors followed by et al.

1 Journal article

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

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

2 Organization as author

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

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

3 Book

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

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

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

5 Conference paper

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

6 Dissetation

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

7 Eletronic material on Internet

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

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

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

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

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

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

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

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

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

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

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

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

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

o 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 introduccién, 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.

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

Introduccién: 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, o métodos utilizados, inclusive los
estadisticos.

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

Discusion: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introducciéon. De ser conveniente los resultados y discusién podrdn ser
presentados conjuntamente.

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

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

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

No se ofrecerdn separatas. Los articulos estardn disponibles en el formato PDF en la pagina
WEB de la revista. Para las demds secciones de la revista son vdlidas las normas anteriores. No
deben exceder las 15 piginas. Abreviaturas no usuales, deben ser empleadas después de haber sido
escritas por extenso en la primera utilizacién.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

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

Deberédn 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. Deberdn contener como maximo 20 paginas y 60 referencias (citas bibliograficas).

ESTUDIOS DE CASO

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

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
preliminares de una investigacién. Deben ser presentados como médximo en cinco piginas, una tabla y
10 referencias bibliograficas. La estructuracién 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 identificardn mediante nimeros ardbigos
entre paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas segin List of Journals Indexed in Index Medicus
disponible en: http://www.nlm.nih.gov.

Ejemplos
Citations

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

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

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

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

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

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

Referencias

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.

1 Articulo de periédico

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

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

2 Organizacién como autor

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

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de andlises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Libro

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

4 Capitulo en libro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22
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5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .

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

6 Tesis

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

7 Medios electronicos en Internet

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