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EDITORIAL

SUSTENTABILIDADE DA PECUARIA E INOVACAO TECNOLOGICA

Novas tendéncias e novas tecnologias vao surgindo, entretanto, algo relevante ainda se
constitui em problema para a humanidade. Falamos em escassez de dgua e de alimentos: no
que se refere a 4gua os ambientalistas e outras autoridades se preocupam cada vez mais com
sua escassez no planeta Terra, sendo necessario limitar os padrdes de consumo para tentar
combater também a escassez dos recursos energéticos. A populacdo cresce em ritmo
acelerado e alarmante e os alimentos, com todos os problemas que a agricultura enfrenta, em
ritmo menor. O tratado ou teoria populacional de Malthus refere-se ao crescimento da
populacdo em progressao geométrica e dos alimentos em progressao aritmética.

Desta forma, deve haver uma gestdo direcionada a sustentabilidade da pecudria baseada
principalmente na inovagdo tecnoldgica para a pecudria sustentdvel. Este € um desafio da
ciéncia e tecnologia mundial, na tentativa de suprir a demanda crescente por alimentos, fibras
e energia considerando-se o aumento populacional.

Como vencer este desafio se enfrentamos mudancgas climdticas e a degradagdo
ambiental. Ai se tem o paradigma: producdo de forma sustentdvel, pois se entende que a
sustentabilidade ndo esta centrada somente na sustentabilidade ambiental, mas sim na
sustentabilidade econdmica e social, visando o crescimento que além de preservar o meio
ambiente, seja rentdvel e socialmente inclusivo.

E um desafio para as Areas de Agrérias e Veterindria e as pesquisas devem ser a base
para a aplicagcdo de conhecimentos gerados para a producdo de pastagem, animais com melhor
genética, mais resistentes as infec¢des, mais produtivos, com maior producdo de leite e carne
e com qualidade, indcuos livres de residuos de antibidticos, pesticidas, etc. Além destes
alimentos, também, ovos, mel e todos os seus derivados. A nutracéutrica ja € uma realidade na
producdo de suplemento alimentar, suplemento mineral e alimentos funcionais entre outros,
de uso humano.

Este nimero da Revista Veterindria e Zootecnia traz artigos inéditos interessantes.
Como artigos de revisdo: Niveis elevados de concentrado na dieta de bovinos em
confinamento; Prototecose mamdria. Um problema nos rebanhos leiteiros; Avaliacdo
ultrassonogréfica géstrica em pequenos animais. Os relatos de caso: Sarcoma histiocitico em
cdo: relato de caso; Stephanofilariasis in dairy cattle: the need for early diagnosis and
treatment. Comunicagdo curta: Prevaléncia da infecc@o por Brucella spp. em equideos na
microrregido do brejo paraibano. Artigos: Anélise hematolégica e bioquimica comparativa em
suinos submetidos a obstrucdo biliar experimental; Avaliacdo do extrato hidroalcodlico de
Ximenia americana no processo cicatricial de feridas cutineas experimentais em caprinos;
Efeitos da nutricdo, idade a desmama e mastite sobre a qualidade do colostro e leite de
ovelhas; Retrospective study of 180 dysplastic dogs admitted at the veterinary teaching
hospital, UNESP-Botucatu; Reproducao de Bothrops spp. (serpentes, viperidae) em criadouro
conservacionista; Avaliacdo do tempo de eliminacdo da placenta em éguas puro sangue inglés
de diferentes idades; Ranqueamento/agrupamento do sémen congelado de carneiros da raca
santa inés analisadas pelo sistema casa e sondas fluorescentes pela andlise estatistica
multivariada; Avaliagcdo fisica e laboratorial da sindrome célica de equinos em parque de
Vaquejada; Suplementacdo do meio de refrigeracdo espermdtica com vitamina c e catalase em
sémen obtido de caes jovens e idosos; Estudo epidemioldgico da sindrome célica de equinos
em parques de Vaquejada no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. SUSTENTABILIDADE DA PECUARIA E INOVACAO TECNOLOGICA Vet. e Zootec. 2013
dezembro; 20(4) : 538
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RESUMO

Atualmente, o nimero de confinamentos de grande porte vem crescendo no pais, pois estd
inteiramente ligado a outros fatores, dentre eles, o expressivo crescimento da produgdo
nacional de grios, o custo elevado de forragens conservadas, processamento € mao de obra, €
questdes de operacionalidade, que véem aumentado o interesse da inclusdo de quantidades
cada vez maiores de graos e co-produtos nas ragdes de bovinos confinados em terminacdo
bem como sua viabilidade de utiliza¢do, ditando posteriormente o retorno econdmico ao
produtor. Assim, o objetivo desta revisdo é abordar a relacdo existente entre a utilizacido de
concentrado e volumoso na dieta para ruminantes, bem como a inclusdo de co-produtos e seu
efeito no desempenho animal.

Palavras-chave: confinamento, eficiéncia, gado de corte, co-produtos

ACCUMULATION OF FORAGE AND ITS PERFORMANCE IN ANIMAL
PRODUCTIVITY

ABSTRACT

Currently, the number of large feedlots is growing in the country, since it is entirely linked to
other factors, including the significant growth of the national grain production, the high cost
of conserved forages, processing and labor, and issues of operation, which is increasing
interest from the inclusion of larger amounts of grains and by-products in diets for feedlot
finishing as well as its feasibility of use, further dictating the economic returns to producers.
The objective of this review is to address the relationship between the use of dietary
concentrate and forage for ruminants, as well as the inclusion of by-products and their effect
on animal performance.

Keywords: feedlot, efficiency, beef cattle, by-products
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LA ACUMULACION DE FORRAJE Y SU RENDIMIENTO EN LA
PRODUCTIVIDAD ANIMAL

RESUMEN

En la actualidad, el nimero de corrales de engorde estd creciendo en el pais, porque estd
conectado directamente a otros factores, incluyendo el crecimiento significativo de la
produccion nacional de granos, el alto costo de los forrajes conservados, procesamiento y
mano de obra, y las cuestiones de la operacién, que han aumentado el interés de la inclusion
de cantidades crecientes de granos y subproductos en las dietas para engorde de bovinos
confinados en terminacién, asi como su viabilidad de uso, ademds de dictar las ganancias
econdmicas a los productores. El objetivo de esta revision es abordar la relacion entre el uso
del concentrado de la dieta de forraje para rumiantes, asi como la inclusién de los
subproductos y su efecto en el rendimiento de los animales.

Palabras clave: contenciodn, eficiencia, ganado de carne, subproductos
INTRODUCAO

Grande parte dos custos da engorda em confinamento € referente a alimentacdo. Dessa
forma, a busca pela maxima eficiéncia durante a termina¢do de bovinos confinados € de
extrema importancia. De maneira geral, graos de cereais representam a principal fonte de
energia em ragdes de bovinos de corte terminados em confinamento (1). Ra¢gdes com teores
mais altos de grdos propiciam ganho de peso mais rdpido, melhor conversdo alimentar,
carcacas com melhor acabamento e rendimento e menores custos operacionais no
confinamento, podendo tornar a atividade mais rentavel (2).

Além disso, hd um aumento na utilizagao de co-produtos da inddstria alimenticia, o que
possibilita uma infinidade de op¢des na escolha dos ingredientes de determinada dieta,
somando-se a questdes de sustentabilidade, onde sua utilizagdo colabora como um dreno de
potenciais poluentes a0 meio ambiente, e também diminuindo a competi¢cdo com alimentos
utilizados na alimenta¢do humana, além da diminui¢ao do custo de produgao.

Para tanto, o objetivo desta revisdo € abordar a relacdo existente na utilizacdo de
concentrado e volumoso na dieta para ruminantes, bem como a inclusdao de co-produtos na
dieta e seu efeito no desempenho animal.

Relacio entre niveis de alimentos volumosos e concentrados

A ingestdo de massa seca € o principal fator que afeta o desempenho animal,
influenciando a quantidade total de nutrientes que o animal recebe para o crescimento e
desempenho produtivo. A relagdo de utilizacio de volumosos e concentrados vai afetar
diretamente o consumo dos animais durante a fase de confinamento. Outro fator de grande
importancia sobre o consumo do alimento € o conhecimento do comportamento alimentar dos
bovinos, que, por sua vez, pode ser utilizado pelos produtores com o propdsito de melhorar a
produtividade do rebanho.

O consumo ¢ funcdo do animal (peso vivo, variagdo do peso vivo, nivel de produgio,
estado fisioldgico, tamanho, interagdes entre o grupo de individuos e aprendizado, entre
outros), do alimento (teor de nutrientes, densidade energética, necessidade de mastigagao,
capacidade de enchimento, palatabilidade, dentre outros) e das condi¢des de alimentacdo
(disponibilidade de alimento, espago no cocho, tempo de acesso ao alimento e frequéncia de
alimentacdo) (3). O conhecimento destes fatores apresenta importancia econdmica quando
utilizado por produtores a fim de elevar a produtividade, longevidade produtiva ou saide dos

Arrigoni MDB. et al. Niveis elevados de concentrado na dieta de bovinos em confinamento. Vet. e Zootecnia.
2013 dez.; 20(4): 539-551



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 541

animais, podendo este optar por utilizagdo de alimentos volumosos, dependendo da regiao e
disponibilidade.

O consumo de dietas com altos teores de fibra é controlado por fatores fisicos, como a
taxa de passagem e enchimento ruminal, ao passo que dietas com altos teores de concentrado
(alta densidade energética) t€ém consumo controlado pela demanda energética e por fatores
metabdlicos (4). A demanda energética do animal define o consumo de dietas de alta
densidade caldrica, ao passo que a capacidade fisica do trato gastrintestinal determina o
consumo de dietas de baixas qualidade e densidade energética (5). Assim, o ponto 6timo de
utiliza¢do de alimentos concentrados na rag¢do € varidvel e tem como fatores determinantes o
sexo, a raca, a idade, a qualidade do volumoso e do préprio concentrado (6). Entretanto, a
melhoria do nivel nutricional pode proporcionar aumento no custo de producdo, o que pode
tornar a atividade de baixa rentabilidade, dependendo das condi¢des de produgdo.

Sobre a eficiéncia na terminag¢do de bovinos de corte em confinamento, o concentrado
representa cerca de 70 a 80% do custo da alimentac¢do dos animais, de modo que os alimentos
volumosos sdo importantes para reducao dos custos com alimentagao, principalmente quando
se intensifica o sistema de producdo, pois os volumosos de melhor qualidade (de menor
custo), que, no caso da silagem, sdo aqueles com maior teor de graos na massa ensilada,
podem substituir parte dos nutrientes que seriam fornecidos pelo alimento concentrado (de
maior custo) (7, 8). Por outro lado, pela manipulacdo da relagdo volumoso: concentrado €
possivel alterar os processos fermentativos e maximizar a eficiéncia de sintese microbiana,
bem como a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes dietéticos, sendo o aumento dos niveis de
concentrado na dieta uma ferramenta para atingir maiores indices de produtividade, desde que
fatores como caracteristicas de fermentacao de cada alimento seja respeitada, principalmente
no momento da formulagdo das dietas, evitando problemas como distirbios metabdlicos como
a acidose ruminal, podendo levar a possiveis lesdes na parede do rimen e surgimento de
abscessos hepaticos (9).

Cerca de 39,4% dos consultores de confinamento administram dietas contendo niveis
entre 71 e 80% de concentrados (graos juntamente com outros tipos de concentrados, como
co-produtos) e 42,4 % dos técnicos recomendam dietas com niveis entre 81 e 90% de
concentrados (10).

A adequacdo da relacdo entre alimentos volumosos e concentrados na dieta estd
intimamente ligada a fatores relacionados ao animal, ao alimento e a condicdes de
alimentacdo, cabendo a cada produtor a escolha dos niveis de utilizacdo de acordo com a
realidade de cada propriedade, bem como a disponibilidade de alimentos de cada regido.

Comportamento ingestivo de acordo com a inclusido dos alimentos na dieta

O entendimento do comportamento ingestivo € de grande importancia para estudos com
bovinos mantidos em regime de confinamento. Normalmente sdo utilizadas diferentes dietas,
grupos genéticos especificos e uma infinidade de aditivos alimentares, gerando diferentes
respostas em ingestdo de matéria seca, conversdo alimentar e ganho de peso, surgindo a
necessidade de melhor entendimento do comportamento alimentar de bovinos confinados,
uma vez que este estd intimamente relacionado com desempenho técnico e maior retorno
econdmico (11).

Os ruminantes respondem de forma diferente as dietas ou alimentos e ajustam o
comportamento alimentar de acordo com suas necessidades nutricionais, sobretudo de
energia. Estudos sobre alimentagdo animal mostram que os animais podem reconhecer o valor
energético dos alimentos e podem avaliar o custo energético de obter alimento. Na
possibilidade de escolha, os animais usualmente preferem continuar comendo aqueles
alimentos com que estdo acostumados. No entanto, a exposi¢cdo precoce aos tipos de
alimentos que podem ser usados mais tarde na vida do animal pode resultar no seu consumo
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imediato quando necessario. Isto é adaptativo, pois uma amostra muito limitada de alimentos
novos permite ao animal aprender, por respostas fisioldgicas e sentimentos associados de bem
estar ou conforto, se o alimento é bom ou nio (12).

Animais em confinamento gastam em torno de uma hora consumindo alimentos ricos
em energia, ou até mais de seis horas, para fontes com baixo teor de energia. Da mesma
forma, o tempo despendido em ruminacdo € influenciado pela natureza da dieta e,
provavelmente, é proporcional ao teor de parede celular dos volumosos. Assim, quanto maior
a participacdo de alimentos volumosos na dieta, maior serd o tempo despendido com
ruminagdo (5). Rag¢des contendo alto teor de fibra em detergente neutro (FDN) promovem
redu¢do do consumo de massa seca (MS) total, devido a limitacao provocada pela replecdo do
rimen-reticulo. Por outro lado, racdes contendo elevados teores de concentrado e menores
niveis de fibra também podem resultar em menor consumo de MS, uma vez que as exigéncias
energéticas dos ruminantes poderdo ser atingidas com menores niveis de consumo (13).
Trabalhando com dietas com niveis crescentes de concentrado para bezerros holandeses, sem
consumo de MS limitado pelo teor de fibra das dietas, verificaram-se tempos despendidos por
refeicdo de 13,24 e 13,43 minutos em média, para os niveis de 45 a 60% de concentrado,
respectivamente (14). J4& o nimero médio de refeicdes ao dia foi 18,25 e 14,75,
respectivamente. Desta forma, o consumo de MS poderia ser aumentado com a maior inclusdo
de FDN na dieta, desde que este ndo limite fisicamente a ingestdo dos animais. A importancia
de mensurar o comportamento alimentar e a ruminac¢do, a fim de verificar suas implicacdes
sobre o consumo didrio de alimentos, fatores ligados também ao bem estar animal foi relatado
para vacas leiteiras em clima temperado (15).

O teor de fibra na dieta é positivamente relacionado ao tempo de ruminacao e ao tempo
de ingestdo e o tamanho da particula é positivamente relacionado com a durag@o do tempo de
ruminagdo e de mastigacao (15, 16). O tempo de ruminacgdo € altamente correlacionado com o
consumo de FDN em bovinos (17). Em estudo com bovinos confinados com diferentes graus
de sangue Zebu foi relatado que a medida que o nivel de concentrado na dieta aumentou e o
teor de FDN diminuiu, animais com maior propor¢do de sangue europeu se mostraram mais
eficientes tanto na ruminacdo da matéria seca quanto do FDN (18). Houve diminui¢ao no
tempo de alimentacdo e tempo de mastigacdo total dos animais e consequente aumento no
tempo em 6cio com a diminui¢do dos teores de fibra e aumento na porcentagem de energia
das dietas até atingir 85% de concentrado (19). Provavelmente os animais atingiram a
saciedade mais rapidamente, o que poderia ser reflexo da maior produg¢do e absorcdo de
acidos graxos de cadeia curta no rimen.

Sendo assim, a natureza dos alimentos, caracterizados como volumosos e concentrados,
bem como seus niveis de nutrientes, podem influenciar de maneira decisiva no
comportamento alimentar dos animais, promovendo efeitos sobre o desempenho e
produtividade.

Inclusao de lipidios na dieta visando condicionamento dos animais ao confinamento

Alguns processos, que antecedem o periodo de confinamento, afetam a condi¢do do
animal durante o confinamento e necessitam atenc¢do. Dentre eles, destacam-se o desmame
dos animais seguido do periodo de recria, transporte e entrada ao confinamento. Estes
eventos, que podem ocorrer em conjunto ou em um curto periodo de tempo, levam a
alteracoes fisioldgicas, nutricionais e imunoldgicas que afetam a saide e o desempenho dos
animais no confinamento (20).

O processo de transporte e chegada ao confinamento contribui de maneira decisiva para
aumento considerdvel do estresse nos animais. A maioria dos problemas de saide com
animais recém-chegados ocorrem nas primeiras duas semanas devido ao impacto do estresse
sobre o consumo de ragdo e sobre a imunocompeténcia animal (21). Hd estimulo sobre a
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resposta de fase aguda, um componente importante do sistema imune inato mas que foi
negativamente associado com taxas de crescimento e ganho de peso em bovinos (22-26).

Estratégias de manejo que impedem e/ou atenuam a resposta de fase aguda tém sido
estudadas para melhorar a produtividade e a eficiéncia dos sistemas de producio de gado de
corte (27). A inclusdo de 4cidos graxos poliinsaturados (PUFA) na dieta tem demonstrado
capacidade de modular a resposta imune em animais (26, 28), no entanto, 0s mecanismos
envolvidos neste processo niao sdo compreendidos ainda. A maioria dos PUFA provenientes
dos alimentos € extensivamente modificada no rimen e a adi¢do de sabdes de célcio de dcidos
graxos na dieta pode fornecer a protecao desses PUFA da a¢dao de micro-organismos ruminais
(29, 30). A suplementacdo com é&cidos graxos poliinsaturados inertes no rdmen,
principalmente na fase que antecede o transporte e chegada dos animais ao confinamento,
pode ser uma alternativa de manejo nutricional com o objetivo de aumentar as quantidades de
acidos graxos poliinsaturados que chegam ao intestino delgado, proporcionando precursores
essenciais para a modulagdo do sistema imune.

Virios autores investigaram os efeitos da quantidade e do tipo de gordura na dieta sobre
as reacdes imunoldgicas, e a inclusdo de PUFA em dietas t€ém se mostrado como importante
funcdo como modulador imune na célula (28, 31). Os mecanismos pelo quais os AG agem
como importantes moduladores da funcdo imune ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas
aparentemente PUFA podem alterar a produ¢do de mediadores envolvidos na comunicac¢io
entre as células do sistema imune pela sintese de eicosandides, citocinas e 6xido nitrico e
podem alterar a expressdo de moléculas de adesdo que estdo envolvidas no contato direto
entre as células (32, 33).

A suplementacido de PUFA pode ser uma alternativa para melhorar parametros de satide
e desempenho em confinamento de bovinos em crescimento (34).

A suplementac¢do com gordura poliinsaturada protegida na alimentacao de bovinos antes
e ap0s o transporte diminuiu as concentracdes de proteinas de fase aguda durante 7 dias apds
a chegada dos animais ao confinamento (26). Além disso, a suplementagdo com PUFA
aumentou as concentragdes plasmaticas de &cidos linoléico e linolénico em bovinos,
aumentando a disponibilidade para os tecidos (35).

Dietas contendo uma fonte de PUFA protegida no rimen proporcionou diminui¢do das
concentracdes circulantes de proteinas de fase aguda em vacas leiteiras no periparto (36). Foi
observado aumento do ganho de peso dos animais suplementados com fonte de gordura
poliinsaturada comparado com o tratamento sem gordura (34). Este aumento no ganho diério,
segundo os autores, pode ser atribuido, pelo menos em parte, aos efeitos benéficos da
suplementacdo de PUFA na resposta de fase aguda apds o transporte e a entrada no
confinamento.

Novilhas em pré-condicionamento recebendo dietas com base na forragem e
enriquecidas com 4cidos graxos poliinsaturados apresentaram reducdo das concentracdes de
haptoglobina em relacdo ao grupo controle num periodo de oito dias apds transporte
(26). Outros estudos avaliaram concentracdes plasmadticas de proteinas de fase aguda até 28
dias apds o transporte dos animais, e constataram respostas de tratamento em trés dias ou apos
este periodo (37).

Sendo assim, o manejo da dieta antes do embarque pode tornar-se uma pratica
importante para diminuir a morbidade e mortalidade de bovinos transportados. Em adi¢do, a
suplementacao de PUFA antes e durante o recebimento dos animais ao confinamento podera
aliviar a resposta de proteinas de fase aguda estimulada pelo transporte e entrada no
confinamento e, consequentemente, beneficiar o desempenho do animal.
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Relacao entre concentrado e volumoso e seu impacto sobre a producao de metano

Estudos mais recentes que propdem um inventdrio nacional de emissdes alternativo ao
do Ministério de Ciéncia e Tecnologia indicam que a atividade pecudria € responsdvel por
aproximadamente 11% das emissdes de gases de efeito estufa no Brasil. A pesquisa mostra
que de 2003 a 2008, a pecudria emitiu cerca de 260 milhdes de toneladas (Mton) de gases
estufa por ano, ante uma producao total no pais de 2.000 a 2.200 milhdes de toneladas anuais
(38).

Algumas varidveis influenciam a produc¢do de metano em ruminantes. Dentre elas,
podemos citar fatores nutricionais, que estdo relacionados com a quantidade e tipo de
carboidratos na dieta, nivel de ingestdo de alimento, presenca de ionéforos ou lipidios e
fatores metabdlicos, como a taxa de passagem da digesta, fatores ambientais, manejo dos
animais, além de estado fisioldgico, tamanho corporal e principalmente a populagdo de micro-
organismos ruminais como protozodrios e bactérias (39, 40).

Sendo assim, o uso de maiores quantidades de alimentos volumosos ou de alimentos
concentrados, levando em conta a qualidade destes, pode apresentar impacto sobre a produgdo
de metano pelos bovinos.

Trabalhando com relagdes volumoso:concentrado (70:30, 50:50 e 30:70 na matéria
seca), de feno de capim coastcross de melhor qualidade e pior qualidade, verificou-se que
racdoes com relacdo volumoso:concentrado de 30:70 resultaram em menores proporcdes de
metano comparando com relagdes de 50:50 e 70:30 (41). Dessa forma, a relacdo
volumoso:concentrado pode influenciar a fermentacdo ruminal, onde seus beneficios
bioldgicos podem ser classificados em aumento da eficiéncia do metabolismo da energia das
bactérias ruminais e/ou do animal, alterando a proporcdo dos dcidos graxos de cadeia curta
produzidos no rimen e diminui¢do da producao de metano (42, 43).

Em trabalho desenvolvido com bovinos da raca Brahman com fornecimento de trés
tipos de dietas: feno de baixa qualidade, feno de alta qualidade, ou dieta rica em graos, notou-
se que as dietas a base de volumoso apresentaram perdas energéticas na forma de metano em
torno de 10,9%, enquanto que em dietas de griaos apenas 6,7% (44).

O perfil de fermentacdo exerce um papel de grande importancia sobre a emissdo de
gases como o metano, podendo este variar de alta emissdo, caracterizado por uma alta relacdo
acetato:propionato, a uma baixa emissdo, caracterizado por uma baixa relagcdo
acetato:propionato (45). Em ragdes ricas em cereais, com coeficiente molar acetato:
propionato igual a 1, e ragdes ricas em forragem, com coeficiente molar acetato:propionato
igual a 3, o processo de fermentacdo poderd formar fonte de metano em quantidades
diferentes (46).

O aumento nos niveis de concentrado na dieta dos bovinos pode ser uma estratégia para
diminui¢do na producdo de metano. Em bovinos de corte criados em regime de pasto a
emissao total de metano durante o periodo de terminacdo foi aproximadamente duas vezes
maior do que em bovinos confinados, especialmente quando a qualidade da forragem e a
producdo foram baixos (47).

Assim, a melhoria na qualidade da alimentacdo, relacionado aos niveis dos alimentos
bem como a alteracdo da microbiota ruminal permitem maior retenc¢do de energia, diminuindo
as perdas por metano, o que proporciona melhor desempenho animal e, consequentemente,
menor producdo de metano por unidade de produto (metano/ kg carne, leite, etc.) o que pode
ser propiciado por meio de sistemas intensivos de confinamento, bem como em sistemas de
producdo a pasto onde o manejo da forragem e a utilizagao de suplementos € otimizada (48).

Contudo, algumas linhas de pesquisa mostram resultados contraditérios. Em niveis
crescentes de concentrado na matéria seca de dietas a base de silagem de sorgo, verificou-se
que a silagem sem concentrado propiciou uma menor emissao de CHy em relacdo ao peso
vivo dos animais, e que a adi¢do de 30% de concentrado a dieta levou a um aumento maximo
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das emissoes, sugerindo que outras varidveis devem influir no processo de emissdao de CHy
especialmente o consumo e desempenho animal (49).

Com o aumento da maturagdo da forragem ocorre piora da qualidade, reducdo de
ingestdo e maior emissdao de metano por unidade de massa de matéria seca ingerida. Em outro
estudo utilizando silagem de sorgo corrigida com 1,2% de ureia ou 60% da MS em
concentrado, verificou-se que a inclusdo de concentrado a dieta, independente do hibrido de
sorgo utilizado, propiciou aumento na eficiéncia de utiliza¢do da energia, refletida pela menor
perda de metano em relagdo a ingestao de energia bruta (50).

Algumas ferramentas permitem a reducdo na emissao do gds metano pela manipulagcao
da fermentacao ruminal por meio de diferentes tipos de alimentos. Alguns exemplos sdo o uso
de iondforos, glicerol, tanino, saponinas, 6leos, gorduras, vacinas, anticorpos policlonais,
técnicas de manejo de pastagens, melhoramento genético animal e vegetal e sistemas
eficientes de producdo. Tais ferramentas podem ser utilizadas por parte do produtor, cabendo
a este optar pela melhor forma considerando o retorno financeiro. No futuro é possivel que
produtores comprometidos com a sustentabilidade ambiental, que utilizem estratégias de
mitigacdo, possam ser recompensados com créditos de carbono, isen¢do de impostos por meio
de politicas publicas.

Emprego de co-produtos de sementes oleaginosas na dieta de bovinos e sua contribuicao
para reducao do metano

Segundo estudos recentes na Austrélia e Canadd, para cada 1% de acréscimo de gordura
na dieta de ruminantes, pode se reduzir em até 6% a quantidade de metano produzido por Kg
de matéria seca consumida. Estimativas de inclusdo extra de 2% de gordura, pela utilizacdo de
tortas ou farelos de oleaginosas, na dieta de bovinos de leite da Austrdlia, levaria a uma
reducdo de 12% na emissdao de metano, 0 que em termos econdmicos em um comércio de
abatimento de CO,, valeria aproximadamente U$ 30,5 M para a inddstria leiteira (51).

Atualmente, as tortas sdo comumente utilizadas como adubacdo organica, geracdo de
energia (biodiesel) e alimentacdo animal. Considerando a alimenta¢do animal como o elo
entre a producdo de biodiesel e a pecudria, a utilizacdo deste co-produto na alimentacdo de
ruminantes visa aumentar a produtividade e gerar menor emissdo de gases de efeito estufa
pelos animais, gerando créditos de carbono e atendendo ao interesse da iniciativa privada.
Contudo, nao sao conhecidos aumentos na renda por parte do produtor oriundos do mercado
de crédito de carbono. Além disso, ndo ha agregacao do valor do co-produto torta ou farelo,
pois ainda s@o escassos 0s conhecimentos sobre suas potencialidades nutricionais e
econOmicas, salvo exce¢des como soja, algoddo e girassol.

A maioria das tortas ou farelos das oleaginosas que vém sendo utilizadas para produgao
de biodiesel no Brasil pode ser utilizada na alimentacdo animal. Porém devem ser tomadas
precaugdes nas quantidades de inclusdo nas dietas, praticas de armazenamento e efeitos
téxicos ou antinutricionais.

Segundo resultados de pesquisa, a substitui¢do total do farelo de soja por tortas de
algoddo, dendé, mamona e pinhdo manso proporcionaram menor producdo total de gases e a
producdo de metano foi significativamente afetada pela inclusdo das tortas (52). Ainda
segundo os autores, introdu¢do de tortas com elevado teor de gordura nas dietas de ruminantes
pode auxiliar na mitigacdo de metano entérico, e a producdo de algumas oleaginosas pode
contribuir com o sequestro de carbono pelos solos de Cerrado na recuperacao de pastagens,
reduzindo a necessidade de desmatamentos.

O teor de gordura (EE) das tortas também varia consideravelmente (3 a 24%) o que
pode ser outro beneficio para os ruminantes, considerando que a inclusdo de 6leo na dieta
pode auxiliar na mitigacdo de metano entérico, diminuindo a metanogénese ruminal (51). Mas
ainda ndo estd claro se esta reducdo € a curto ou longo prazo, e se o efeito do 6leo sobre a
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metanogénese € decorrente do consumo reduzido, efeito inibidor do dleo sobre protozodrios
ou sobre a redugdo na digestdo de fibra dietética (53).

O teor de fibra é relativamente baixo (20%) o que corrobora em conferir a essas tortas,
serem classificadas como alimento concentrado, rico em nutrientes (minimo de 63% de
nutrientes digestiveis totais estimado) de acordo com pesquisas da década de 80 (54, 55).

Uma vez que as produgdes de metano podem variar com as qualidades e quantidades de
alimentos fornecidos e ingeridos pelo animal, nota-se a importancia de métodos utilizados no
manejo alimentar dos bovinos, buscando alternativas para oferecer melhoria no bem estar a
sociedade e a maior utilizagao deste alimento oferecido.

Dietas para confinamento sem utilizacao de alimentos volumosos

A intensifica¢do dos sistemas de terminacdo em confinamento passa pela adequagao de
dietas ausente de fontes de fibra longa. Sdo poucos os estudos no Brasil, tanto sobre o
desempenho animal quanto a viabilidade econdmica. A prética se caracteriza pela grande
praticidade em fornecer aos animais confinados somente dois ingredientes: o milho integro
(sem triturar) e pellet concentrado protéico, vitaminico e mineral.

Alguns autores indicam que a utilizacdo do grdo de milho inteiro pode proporcionar
racOes de elevada densidade nutricional sem a utiliza¢do de fibras provenientes de forragens.
Em pesquisa iniciada em 2005, recomendou-se a inclusdo de 85% de milho integro e 15% de
pellet concentrado (56). Neste contexto, aponta como vantagens de dietas sem volumoso, a
reducdo do consumo, por tratar de uma dieta de alta concentragdo energética, aliado ao alto
desempenho em ganho de peso e rendimento de carcaca, que resulta em melhorias na
conversdo alimentar, com valores entre 135 e 145 kg de matéria seca por 30 kg de peso
corporal produzido.

Recentemente, foi testada a inclus@o de casca de soja peletizada (0, 15, 30 e 45%) em
substituicao ao milho inteiro em dieta sem forragem, o que gerou um aumento do consumo e
reducdo da digestibilidade dos nutrientes em bovinos castrados da raca Nelore. Destas, a
inclusdo de 15% de casca de soja em substitui¢do do milho inteiro da ra¢do proporcionou
menor custo do ganho de peso (57).

Em geral, o fornecimento de milho integro apresenta melhor conversdao alimentar em
terneiros quando comparado com os novilhos. Foram observadas eficiéncia de conversao de
4,2:1 em bezerras submetidas as dietas com dois tipos de grdo de milho inteiro (alto oléico e
tradicional) e 8:1 em novilhos com as mesmas dietas (58).

Portanto, é de grande relevancia considerar a qualidade do milho utilizado, a raca e a
categoria animal. Além disso, preconiza-se um periodo de adaptacdo em niveis crescentes de
volumoso para possibilitar uma melhor condi¢do ruminal para minimizar a ocorréncia de
distirbios metabdlicos, sendo a utilizagdo de ion6foros neste tipo de dieta fundamental para
controlar o consumo € a acidose (58).

Contudo, o emprego de dieta sem volumoso em confinamentos ndo prejudica no
desempenho dos animais, sendo necessario mais estudo para viabilizar o uso desta nova
tecnologia.

CONSIDERACOES FINAIS

O produtor rural deve ter meios préticos e eficazes de avaliagdo para os varios alimentos
disponiveis no mercado. Inicialmente sdo necessarios procedimentos que analisem o custo dos
nutrientes contidos em cada alimento. Para isso, o principio bdsico é que os animais de
diversas categorias t€m exigéncias nutricionais, que devem ser atingidas pelos nutrientes

contidos nos alimentos disponiveis, ao custo mais baixo possivel. Assim, todo e qualquer
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sistema torna-se vidvel, desde que atingidas as exigéncias do animal e de mercado e, assim,
trabalhando com a méxima eficiéncia possivel.
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PROTOTECOSE MAMARIA. UM PROBLEMA NOS REBANHOS LEITEIROS.
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RESUMO

A mastite bovina € um grande entrave para a pecudria leiteira, pois ocasiona prejuizos
sanitdrios, econdmicos e também a saude publica. Determina perdas na producdo de leite,
custos com mao-de-obra, honorarios profissionais e medicamentos; além de morte ou descarte
de animais; possibilidade de veiculagdo de patdgenos causadores de toxi-infeccdes
alimentares; e ainda redu¢ao do rendimento industrial para a fabricacdo de derivados lacteos.
Quanto as causas infecciosas de mastites hd que se considerar os micro-organismos
contagiosos e ambientais, sendo que os primeiros normalmente sdo transmitidos para os
animais durante o processo de ordenha; jd os patdgenos ambientais infectam os animais
predominantemente apés a ordenha, quando o esfincter do teto permanece aberto. Inimeros
micro-organismos podem estar envolvidos na etiologia das mastites, como bactérias, fungos,
leveduras e algas. Dentre as algas, destaca-se o género Prototheca, que determina mastite
subclinica ou clinica, sob a forma de surtos, geralmente de curso cronico, que transcorre com
elevacdo da contagem de células somaticas, alteragdes fisico-quimicas do leite, e acentuada
diminui¢do da producido leiteira, podendo cessar abruptamente. A presente revisdo tem por
objetivo apresentar aspectos relacionados as mastites ocasionadas por algas aclorofiladas do
género Prototheca, a importancia como patdgeno envolvido nas infec¢des intramamarias, oS
métodos de diagndstico e controle.

Palavras-chave: vacas, mastite, alga, Prototheca, leite
MAMARY PROTOTHECOSIS. A SERIOUS PROBLEM IN DAIRY CATTLE
ABSTRACT

Bovine mastitis is a serious problem on dairy farms, causing sanitary and economic losses and
public health damages. It determines milk production reduction, high costs with manpower,
professional fees, drugs for treatment; and also animals’ death or slaughter; possibility of food
borne pathogens transmission; and also reduction of milk derivate production rates on
industry. As infectious causes of mastitis there are contagious and environmental
microorganisms, being the first ones often transmitted to cows during milking process; and
the environmental pathogens normally infect animals after milking, when teat sphincters stay
opened. Several microorganisms may be enrolled on bovine mastitis etiology, as bacteria,
fungi, yeasts and algae. Considering alga, it is important to note the genus Prototheca, that
determines subclinical or clinical mastitis, under outbreak cases, normally with chronicle
course, that progress with high somatic cell counts, milk alterations and intensive milk
production losses, with abrupt production stopping. The aim of the present review study is to
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discuss Prototheca genus algae and its relationship with bovine mastitis; and also its
pathogenicity for mammary gland; and aspects of diagnosis and control.

Keywords: cows, mastitis, algae, Prototheca, milk
PROTOTECOSIS MAMARIA. UN PROBLEMA EN EL GANADO LECHERO.
RESUMEN

La mastitis bovina es un gran obstdculo para la ganaderia lechera, pues ocasiona perjuicios
sanitarios, econémicos y también a la salud publica. La mastitis provoca pérdidas en la
produccién de leche, aumento de costos con mano de obra, honorarios profesionales y
medicamentos asi como muerte o descarte de animales. Posibilita también la transmision de
patégenos causadores de enfermedades toxicas alimentarias y la reduccién del rendimiento
industrial para el preparo de productos derivados de la leche. Con relaciéon a las causas
infecciosas de mastitis se deben considerar los micro-organismos contagiosos y ambientales,
siendo que los primeros son normalmente transmitidos para los animales durante el proceso
de ordefia; mientras que los patogenos ambientales se transmiten predominantemente después
de la ordena, cuando el esfinter de pezon esta todavia abierto. Numerosos micro-organismos
pueden estar involucrados en la etiologia de las mastitis, tales como bacterias, hongos,
levaduras y algas. Entre las algas se destaca el género Prototheca, que provoca brotes de
mastitis subclinica o clinica, generalmente de curso crénico, que se hace evidente por la
elevacion del conteo de células somadticas, alteraciones fisico-quimicas de la leche y
disminucion acentuada de la produccién lechera, que puede cesar abruptamente. La presente
revision tiene por objetivo presentar algunos aspectos relacionados a la mastitis ocasionadas
por algas aclorofilicas del género Prototheca, su importancia como patégeno involucrado en
las infecciones intramamarias, su diagndstico y control.

Palabras-clave: vacas, mastitis, alga, Prototheca, leche
INTRODUCAO

A mastite € a infec¢do mais frequente do gado destinado a producgdo de leite, e que mais
onera a pecudria leiteira, tanto em nivel de fazenda como para a industria de laticinios. No
primeiro caso, por ocasionar perdas devido a diminui¢do da producdo de leite, custos com
mao de obra, honordrios profissionais, medicamentos, € morte ou descarte de animais.
Referente a inddstria de laticinios, hd queda na qualidade do produto final e diminuicao no
rendimento industrial para a fabricacdo dos subprodutos ou derivados lacteos, devido as
alteracdes na composicao do leite.

Caracteriza-se por alteracdes fisicas, quimicas e bacterioldogicas do leite, e patolégicas
do tecido glandular mamadrio. Como transformagdes fisicas destacam-se alteracdo da
coloracdo, presenca de grumos, codgulos, sangue e aumento do numero de leucdcitos e
células de descamacdo — células somadticas —, enquanto as quimicas referem-se as variagdes
quantitativas e/ou qualitativas dos constituintes individuais do leite, como lactose, teor de
gordura, proteinas e minerais. As alteragdes bacterioldgicas e patoldgicas estdo relacionadas
com os patdgenos envolvidos no processo infeccioso.

As alteracdes patoldgicas ocorrem em dois niveis, sendo que na mastite clinica pode
haver edema, endurecimento da glandula mamadria, e alteragdes das caracteristicas do leite. Na
mastite subclinica ndo ha alteracdes visiveis no leite, ou palpéaveis na glandula mamaéria (1),
sendo seu diagndstico obtido por testes indiretos, que sdo baseados na contagem de células
somaticas (CCS) presentes no leite, que € um parametro de qualidade estabelecido para o
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monitoramento da qualidade do leite oferecido para consumo de acordo com a Instrugdo
Normativa IN 62 (2).

Quanto a etiologia infecciosa das mastites hd que se considerar os patdgenos
contagiosos e ambientais, considerando-se multipla sua etiologia com a citacdo de 137 micro-
organismos (3), destacando-se entre os contagiosos os Staphylococcus coagulase positivos
(SCP) e os coagulase negativos (SCN), Sreptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, e
Mycoplasma spp., como também algas aclorofiladas do género Prototheca, com destaque para
Prototheca zopfii. Os patégenos ambientais estdo relacionados com as situagdes de grande
umidade, presenca de matéria organica nos ambientes de pré e pds-ordenha, e contaminagao
de solugdes utilizadas como pré e pds-dipping. Neste caso, os principais patégenos envolvidos
sdo os coliformes como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. Ainda
Pseudomonas aeruginosa, fungos e leveduras e ndo menos importantes diferentes espécies de
Prototheca spp., que se caracteriza por quadros clinicos severos, de alta transmissibilidade
nos rebanhos, e refratarios aos tratamentos com antimicrobianos convencionais, devido a
formacdo de granulomas mamarios.

Outro aspecto relevante € que alguns destes patogenos, além de interferirem na
qualidade do leite, representam perigo ainda maior para o consumidor por se tratarem de
agentes de zoonoses pelo consumo do leite contaminado, ndo fervido ou pasteurizado, a
exemplo de Mycobaterium bovis e Brucella abortus no Brasil (4), e em outros paises por
Brucella melitensis, ou ainda por acdo de toxinas de outros micro-organismos, principalmente
de Staphylococcus aureus e de outros SCN, ocasionando surtos de toxi-infec¢des alimentares.
Especificamente relacionados a prototecose, a sua importancia como agente de zoonose foi
relatada no Brasil em 1995, a partir da ocorréncia de toxi-infec¢ao devido a ingestio de queijo
contaminado por Prototheca zopfii (5).

A presente revisdo tem por objetivo apresentar aspectos relacionados as mastites
ocasionadas por algas do género Prototheca, a importancia como patdgeno envolvido nas
infec¢des intramamarias, os métodos de diagndstico e controle.

Caracterizacao do problema

A literatura assinala para a importancia das algas do género Prototheca spp. na etiologia
da mastite bovina, bem como em outros processos infecciosos em humanos e animais,
denominados genericamente de prototecose. O género Prototheca spp. foi proposto por
Kriiger em 1894 (6) para designar grupo de micro-organismos intracelulares aclorofilados,
isolados do latex das plantas. Sua reproducdo € assexuada por fissdo multipla, formando
enddsporos em ndmero variado, que ao atingirem a maturidade exercem pressdo sobre a
parede da célula-mae, que se rompe liberando passivamente as denominadas células-filhas.
Pela semelhanca com leveduras, foram descritas inicialmente como fungos, entretanto,
diferem das leveduras pela forma de reproducdo, semelhante ao das algas do género Chlorella
(7).

O primeiro autor a relacionar as prototecas com a etiologia das mastites foi Lerche em
1952 (8), na Alemanha, ao relatar surto de mastite, provavelmente por Prototheca zopfii e,
experimentalmente reproduziu a doenca a partir de infec¢do intramamdria, via canal
galacto6foro. Posteriormente, obteve-se o isolamento de Prototheca spp. de 63 amostras de
leite, provenientes de 28 vacas, em um total de 372 tetos avaliados (9).

Outros autores (10, 11) relataram a ocorréncia de surtos ou casos esporadicos de mastite
por Prototheca spp. S@o responsaveis por casos de mastite subclinica e clinica, com resposta
inflamatéria menos intensa como as ocasionadas por Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
e Corynebacterium spp. (9), provocando, entretanto, queda brusca na producdo do quarto
afetado, com a presenca de grumos nos primeiros jatos de leite, nos casos clinicos (12, 13).
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Prototheca zopfii foi isolada de casos de mastites em vacas recém-paridas, 24-48 horas
poOs-parto, que entre dois e oito dias de evolucdo apresentavam o ubere com um ou mais
quartos endurecidos, de dificil ordenha, cujo leite apresentava-se com codgulos brancos de
pus (14). Da mesma forma, a sua ocorréncia foi notificada a partir do isolamento do leite das
vacas, havendo ainda a correlacdo com a presenga de anticorpos séricos anti-Prototheca zopfii
nos animais infectados (15). Examinando-se o leite de 79 vacas de um tnico rebanho,
Prototheca zopfii foi isolada de amostras de leite de 31 animais (16). Estes mesmos
pesquisadores isolaram Prototheca spp. em 28 (3,6%) dos 787 tanques de expansdo de
propriedades do leste dos Estados Unidos, sendo 22 casos de Prototheca zopfii e seis de
Prototheca moriformis (16).

Ha relato da identificacdo de Prototheca zopfii a partir do leite de vacas com mastite
indurativa, que havia apresentado episddios de mastite cronica em lactacdes anteriores,
submetida a tratamento com preparacoes de cefalosporina de longa duracdo. No Brasil hd a
comunicacdo pessoal do isolamento de Prototheca zopfii de um caso de mastite clinica bovina
em Campo Grande-MS (17), entretanto, no Brasil, ocorreram as primeiras citagdes sobre a
ocorréncia de mastite bovina por Prototheca spp. sob a forma de surtos demonstrando a
importancia destes agentes na etiologia das mastites (19,20). Novos estudos surgiram no patfs,
relatando casos de mastite clinica por Prototheca spp. (21-23), além de estudos
epidemioldgicos referentes a prototecose bovina (18,24).

No México, obteve-se o isolamento de Prototheca spp. em dez entre as 230 vacas de um
rebanho. Como caracteristicas marcantes, assinalaram-se a reduc¢io de tamanho e aumento da
consisténcia da glandula mamadria, sem sinais de inflamacdo acentuada, sendo, entretanto,
marcante a diminui¢do da producao leiteira dos animais infectados (25).

Outros casos ou estudos referentes a prototecose bovina foram relatados no Brasil (26-
37) e em outros paises (38-41). Para alguns autores foram considerados como relatos de
casos, ou como parte de estudos microbioldgicos relacionados a etiologia das mastites, € em
algumas situacdes considerado como patégeno emergente (17).

Aspectos etio-epidemiologicos

Micro-organismos do género Prototheca estdo presentes na natureza, principalmente em
ambientes ricos em matéria orginica (42). Sdo conhecidas cinco espécies: P. zopfii, P.
wickerhamii; P. ulmea; P. stagnora e P. blaschkeae (43), sendo as duas primeiras patogénicas
e associadas com doencas nos animais € em humanos (36, 44, 45). Ha trés tipos de P. zopfii,
sendo que o tipo II predomina em relagdo aos demais, na etiologia das mastites (46). Sao
algas unicelulares e se encontram distribuidas mundialmente. J4 foram isoladas em agua do
mar, de lagos e rios; de seiva de arvores, de lama e de secrecdes e excrecdes de diferentes
espécies animais (42). No seu metabolismo utiliza glicose como fonte de carbono; sais de
amonia e proteinas como fonte de nitrogé€nio, e necessita de oxigénio e tiamina para o
crescimento (47, 48).

Reproduzem-se de forma assexuada com septagdo interna, fendmeno conhecido por
endoesporulagcdo. A célula-mae denomina-se esporangio, semelhante a uma moérula, e forma
nimero varidvel de endésporos, denominados também de células-filhas, que permanecem no
seu interior, envoltos por cdpsula trilaminar de esporopolemina, liberando-os ao se romper,
reiniciando-se o ciclo com a formagao de novos enddsporos (47, 49).

O isolamento de Prototheca spp. pode ser realizado em meios de dgar sangue ovino 5-
8%, onde se desenvolvem colonias que sdo fenotipicamente pequenas, branco-acinzentadas
em 48-72 horas (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas macroscépicas de colonias de Prothoteca spp. isoladas em meio dgar
sangue ovino 5%, ap6s 72 horas de incubagdo a 37° C. Notam-se colOnias pequenas, branco-
acinzentadas, ndo hemoliticas. Nucleo de Pesquisa em Zoonoses — NUPEMAS, 2012.

As 24 horas pode se suspeitar do seu isolamento pelo desenvolvimento de coldnias
diminutas transldicidas, a temperatura de 37° C em condigdes aerdbicas. O isolamento pode
ser facilitado a partir da utilizacdo de meios seletivos como dgar Sabouraud-dextrose (ASD)
adicionado de antimicrobianos, como cloranfenicol, na concentraciao de 100mg/litro de meio e
0,1g/litro de meio de hidrocloreto de tiamina (42), com o desenvolvimento de coldnias de
coloracdo branco-dourada de 1-2mm de didmetro, atingindo as 72-96 horas de incubagdo 3-
6mm de didmetro, com bordas irregulares e elevadas (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas de coldnias de Prototheca spp. isoladas em agar
Sabouraud-dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol, apés 72 horas de incubagdo a 37°C.
Notam-se as bordas irregulares e elevadas das coldnias, que apresentam coloragdo branco-
dourada. NUPEMAS, 2012.

E possivel ainda a utilizacio de meios de enriquecimento como o meio de PIM —
Prototheca isolation médium (42) e meio PEM - Prototheca isolation enrichment medium
(16), com a adi¢do de anti-fingico 5-fluorocitosina 500mg/190 mL de meio, adicionando-se 1
mL de meio/5 mL de leite em tubos, incubando-se sob agitacdo a 32°C, por 96 horas,
replaqueando-se em meio de ASD como descrito anteriormente, com incubagio a 35-37°C
por 48 horas.
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Caracteristicas morfoldgicas podem ser avaliadas pela coloragdo de Gram ou Pandtico
(50) e pelo exame a fresco de parte das coldnias em 30uL de azul de metileno 3%, azul de
algoddo, tinta da China, ou cristal violeta, entre 1amina e laminula, com observacdo dos
esporangidsporos em numero varidvel nos esporangios (Figura 3).

Figura 3. Exame a fresco de isolado de Prototheca spp. corado em azul de metileno 3%.
Notam-se as células-filhas (esporangidsporos) no interior dos esporangios. Aumento de
1000x. NUPEMAS, 2012.

Os esporangidsporos de P. wickerhamii se distribuem centralmente, com aspecto de
morula, flor de margarida ou framboesa (Figura 4). Quando coradas por azul de metileno ou
cristal violeta, aparecem sem delimitacdo de esporangiésporos, como estruturas ovaladas ou
globosas. As células de P. wickerhamii sdo esféricas, com 2,5 a 13um de diametro e as de P.
zopfii sdo esféricas ou ovais com 4,5 a 25um de diametro (47).
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Figura 4. Caracteristicas microscépicas de Prothoteca whickerhamii coradas pelo azul de
metileno 3%. Imagem de dominio publico (Public Health Image Library).
http://eol.org/pages/6652484/overview

A caracterizagdo bioquimica pode ser realizada utilizando-se testes de assimilacido de
carboidratos e dlcoois. Quanto a fermentacdo, P. zopfii é positiva para glicose, frutose. 2-
propanol, acetato (pH 5,0) e glicerol, sendo negativa para lactose, trealose, xilose € manose.
P. wickerhamii assimila glicose, xilose, dulcitol, rafinose, inositol, melibiose, adonitol,
eritritol, propanol, salicina e amino (48).
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Sa@o consideradas como patégenos ambientais, e ao serem ingeridas pelos animais se
disseminam no ambiente a partir das fezes das vacas, bezerros e animais silvestres (51, 52).
De maneira geral as principais fontes de disseminacdo em propriedades leiteiras sdo os
bezerros, vacas em lactagcdo, suinos, cdes e gatos. Bezerros alimentados com leite de vacas
com mastite por Prototheca spp. liberam o agente pelas fezes, pois os esporangios passam
livremente pelo trato digestorio (53, 54).

A maior incidéncia de mastites por Prototheca spp. ocorre nas primeiras semanas de
lactacdo e principalmente no verdo (49), podendo ocorrer em outros periodos, inclusive
durante o periodo seco (28), sob forma de casos esporddicos ou surtos (21). Sob a forma
epidémica deve-se atentar para a correlacio da presenca do agente com o processo de
higieniza¢do pré-ordenha, e manutencdo dos animais em ambientes com umidade elevada,
com acimulo de lama e fezes (27). A ndo realizacdo de pds-dipping, ndo utilizacio da pratica
de alimentar as vacas pos-ordenha, evitando-se com que se deitem logo apds o término da
ordenha, momento em que o canal do teto e o esfincter ainda estdo dilatados e abertos,
propiciando a penetragdao do agente presente no ambiente, bem como o alojamento em sistema
de free-stall, estdo relacionados com a ocorréncia de mastite por P. zopfii (55).

A ocorréncia de mastite por este patégeno estd também associada em rebanhos nos
quais o tratamento intramamdrio € realizado em condi¢Oes precdrias de higiene pré-
tratamento, com falhas na ordenha, como o uso excessivo de dgua e auséncia de um sistema
de linha de ordenha, ordenhando-se primeiro animais saudaveis (34). Por outro lado, o agente
pode estar ocasionando mastites da mesma forma, em rebanhos onde as condi¢des de manejo
nao revelam grandes falhas na ordenha e manejo dos animais (39). Deve-se atentar no caso de
reposicao de animais, pois pode ocorrer a introducdo do agente na propriedade a partir de
casos cronicos de infec¢do subclinica ou de casos clinicos ndo curados em animais que sao
descartados e comprados por proprietirios que nao se preocupam previamente com a
realizacdo de exames microbiolégicos para avaliagdo da sanidade da glandula mamdria,
aspecto relevante em um programa de controle de mastites e qualidade do leite produzido na
propriedade.

Aspectos clinicos e de patologia

Quanto a apresentacdo, a mastite por Prototheca spp. pode ser subclinica ou clinica,
predominantemente como casos cronicos, geralmente sem sinais sistémicos (49), exceto pela
citacdo de um caso de prototecose disseminada por P. zopfii devido a imunossupressao pelo
uso prolongado de corticoide e antibidticos para tratamento de retengdo placentdria e mastite
concomitante; havendo provavelmente escape de foco primario de infec¢do intramamadria com
dissemina¢ao hematégena para o coracdo, pulmdes, rins, lingua e diafragma (56).

A mastite clinica aguda, principalmente sob a forma de surtos, transcorre com acentuada
diminuicdo da produgcdo de leite podendo cessar abruptamente. A secrecdo lactea se
caracteriza pela formacao de grumos, flocos ou aspecto seroso com pus ou aquoso (49, 57). A
producdo de leite reduz acentuadamente como de 20 kg didrios para menos de 10 kg didrios
no intervalo de um més (36). Nos animais infectados a mastite pode persistir no periodo seco
ou ocorrer novas infecgdes sem que ocorra regeneracao adequada da glandula mamaria, o que
compromete a proxima lactacdo (34).

Nos casos clinicos hd aumento da consisténcia do tecido glandular e alteragdes do leite
que se mostra com aspecto aquoso, com grumos de caseina e flocos de fibrina ou pus (21, 58).
Nas apresentagdes subclinicas ha diminui¢dao da produgdo de leite com elevada contagem de
células somaticas (CCS) (49), podendo, por outro lado, haver casos de vacas infectadas com
CCS baixa, inferior a 200.000 CCS/mL de leite (36, 41, 59). Sdo detectadas alteracdes na
composi¢cdo do leite com diminuicdo dos teores de gordura, lactose e sélidos totais,
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provavelmente em funcdo da degradacdo do glicerol e glicose pela lesao do tecido glandular
mamario (36, 49).

Como resultado da infeccdo a partir da penetracdo do patégeno via ascendente pelo
canal do teto e sua colonizacdo, as alteracdes e lesdes inflamatérias se encontram
irregularmente distribuidas no parénquima mamaério (34, 49). O tecido conjuntivo inter-
alveolar mostra infiltracdo linfocitdria, macréfagos, neutréfilos e eosinéfilos (36, 60, 61).
Podem ser encontrados no Iimen alveolar neutréfilos e macr6fagos com o agente fagocitado,
bem como células gigantes (34). H4 linfadenite serosa aguda com acentuado infiltrado
eosinofilico (61). Nos casos cronicos ha focos circunscritos de necrose, proliferacdo de
fibroblastos e atrofia alveolar (34, 36, 49). Associado ao processo proliferativo ha a formacado
de micro-granulomas no parénquima mamario (49).

Diagnéstico

Devem ser avaliados os aspectos do leite pela prova de caneca de fundo negro ou
Tamis, bem como o exame fisico da glandula mamaria, observando-se os sinais da inflamacgao
como calor rubor, edema, dor e textura do parénquima mamario. E imprescindivel, entretanto,
a cultura microbiolégica para isolamento e caracterizagdo do agente (62). Podem ser
utilizados meios nao seletivos como &4gar sangue ovino 5-8% ou seletivos como dgar
Sabouraud-dextrose adicionado de 100mg/L. de meio de cloranfenicol, como impediente do
crescimento de outros patégenos. Podem ser utilizados ainda os meios de enriquecimento de
Prototheca como descritos anteriormente.

Podem ser examinadas amostras de leite de cada quarto mamadrio afetado, bem como do
tanque de expansdo da propriedade com fins de monitorar a presenga do agente na
propriedade. Nestes casos € importante a utilizacdo de meios seletivos, considerando-se a
ampla variedade de micro-organismos presentes no leite. Caracteristicas fenotipicas das
coldnias e caracterizagdo das mesmas ja foram descritas anteriormente.

Pode-se langcar mao do diagndstico citolégico, por citologia aspirativa do parénquima
mamadrio com agulha fina, que € uma técnica de baixo custo, ndo agressiva para o tecido
mamadrio (63), coradas por Giemsa, Gram, Schorr, hematoxilina-eosina, Gridley e Grocott
(34), associado ainda ao exame por microscopia eletronica de varredura (64), e também de
histopatologia a partir do exame de cortes histolégicos corados por dcido periddico de Schiff
(PAS) (49).

Tratamento

Baseando-se nos resultados de testes de suscetibilidade in vitro frente a vérios
antimicrobianos, P. zopfii e P. wickerhamii mostram resisténcia a maioria deles (21, 29, 32,
39, 65, 66), de tal forma que as possibilidades de tratamento sdo limitadas.

A sensibilidade a antifingicos é também moderada, com resultados na pratica
controversos (39, 67). Para tratamento humano de casos de prototecose, tem-se langcado mao
da utilizacdo de cetoconazol, itraconazol, fluconazol e anfotericina B com melhores resultados
para a ultima (45). Ressalta-se que o éxito no tratamento das mastites estd diretamente
relacionado com a evolug@o do processo infeccioso, que se relaciona com o grau de destrui¢do
tecidual, e que na maioria dos casos de prototecose mamaria trata-se de processo cronico, o
que deve influenciar para o insucesso terapéutico.

Tratamentos alternativos foram ensaiados, como a utilizacdo de prépolis e extrato de
sementes de frutas citricas (21, 57). A propolis a 10% associada com Dimetilsulféxido
(DMSO) a 20% foi utilizada com base terapéutica para casos de mastite por Prototheca zoplfii,
obtendo-se cura clinica e microbiologica em 84,8% dos tetos tratados (20). A acdo do
thimerosal foi avaliada in vitro (68) e mostrou 100% de cura microbioldgica, mas devido as
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lesdes no tecido secretor, ndo se recupera a producdo de leite do quarto infectado (28, 49).
Considerando-se estes aspectos, o baixo nimero de casos de cura espontdnea, a persisténcia
da infeccdo no periodo seco e a alta contagiosidade do agente e sua eliminacdo no ambiente
podendo infectar outros animais, sugere-se o descarte do animal na dependéncia do nimero
de quartos afetados (49, 61), ou a ablacdo quimica com produtos como nitrato de prata 0,75%
(17), ou infusdo intramamdria de iodo a 10%, diluido em 100 mL de solu¢do salina (0,85%)
estéril (69), evitando-se assim a contaminacio ambiental e possibilidade de transmissdo para
outros tetos do mesmo animal ou de outros animais durante o processo de ordenha.

A formulacdo de novos farmacos com particulas nanoestruturadas poderd ser uma
alternativa para o tratamento no futuro, uma vez que o processo de nanoestruturacio tende a
determinar novas caracteristicas fisicas e quimicas de antimicrobianos, que poderdo
apresentar melhor eficidcia em casos de mastite bovina, assim como menor irritabilidade para
a glandula mamadria. Sendo assim, poderd ser alcancado o uso mais racional de
antimicrobianos, uma vez que tanto o nimero de doses quanto a concentracdo poderdo ser
reduzidos durante o tratamento; além de possibilitar o “rejuvenescimento” de bases
farmacéuticas ja desgastadas pelo uso continuo; e ainda menor geracdo de residuos em
produtos de origem animal (70).

Medidas preventivas e de controle

Tratando-se de patégeno ambiental, o controle é sempre mais dificil, portanto deve-se
evitar a introducao do agente no rebanho, controlando-se por meio de exames microbioldgicos
amostras de leite de todos os tetos de vacas a serem introduzidas no rebanho. O ideal € que se
proceda mais de um exame, pois a eliminacdo do patdgeno pode ser intermitente.
Recomendam-se trés culturas de amostras de leite obtidas diariamente, mantidas sob
refrigeracdo, e homogeneizi-las bem, obtendo-se aliquota de 0,1mL para plaqueamento e
pesquisa do agente em meio de dgar Sabouraud-dextrose ou outros meios seletivos. Quando
ndo for possivel este procedimento, deve-se estabelecer contrato de compra e venda com
clausula especifica (36).

No caso de rebanhos onde se detecta a presenca de Prototheca, até o momento que se
defina o destino dos animais infectados, deve-se ordenhd-los em separado, no final da
ordenha, descartando-se o leite ordenhado. De maneira geral, como controle deve-se proceder
de forma semelhante no caso das mastites ambientais (34), respeitando-se a ordem na linha de
ordenha, ordenhando-se inicialmente vacas sem problemas de mastites e ao final aquelas em
tratamento. Observar os aspectos de higiene ambiental e também no processo de ordenha,
com limpeza adequada dos tetos e lavagem se necessdrio, secagem com papel toalha,
realizacdo de pré-dipping com solugdo desinfetante adequada e na concentracdo recomendada
pelo fabricante, observando-se que mais de 1/3 do teto fique submerso na solu¢do, garantindo
a correta desinfeccdo. Para tanto, podem ser utilizadas solug¢des de clorexidina, cloro ou
amoOnia quaterndria. Para pds-dipping, recomenda-se o iodo glicerinado.

CONSIDERACOES FINAIS

A mastite por Prototheca spp., apesar de ocorrer com menor frequéncia, ocasiona
perdas econdmicas significativas e pela dificuldade de tratamento, os animais na maioria das
vezes devem ser descartados. O fato de ser resistente ao processo de pasteurizacio (71) e de
ter sido isolada de queijo fresco responsavel por infeccdo alimentar humana (72), torna este
patdgeno um agente relevante na etiologia das mastites e reforcam a importancia de um
programa de controle baseado inicialmente no cuidado quando da introdug¢do de novos
animais no rebanho, o estabelecimento de linhas de ordenha, respeitando-se os preceitos
higiénicos e de manejo zoosanitdrio, incluindo-se a higiene ambiental, € o monitoramento da

Langoni H. et al. Prototecose mamdria. Um problema nos rebanhos leiteiros. Vet. e Zootecnia. 2013 dez.; 20(4):
552-566



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 561

ocorréncia de mastites por meio de exames como CMT, CCS e exames microbioldgicos
rotineiros para conhecimento da microbiota presente na propriedade. Resumindo, o controle

da

prototecose mamadria deve incluir a participacdo dos ordenhadores em atividades de

educacgdo sanitdria e em saide para que adotem medidas higi€nicas adequadas para o controle,
incluindo-se lavagem adequada das maos e a utilizagao de luvas durante a ordenha.
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AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA GASTRICA EM PEQUENOS ANIMAIS
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RESUMO

Na clinica de pequenos animais, frequentemente nos deparamos com doengas que levam a
alteracOes gdstricas e intestinais, tais como piometra, pancreatite, insuficiéncia renal,
presenca de corpo estranho géstrico ou intestinal, verminoses e doengas virais. A utiliza¢do
dos exames de imagem como auxilio para a diferenciacdo destas afeccdes € essencial. A
ultrassonografia apresenta grande valia na avaliacdo géstrica por permitir a visibilizacdo e
mensuracdo da parede e pregas, além de possibilitar a identificacdo do contetdo intraluminal.
Neste artigo de revisao de literatura descrevemos a técnica ultrassonografica para avaliagao
gdstrica, assim como seus aspectos normais e as alteracdes encontradas nas principais doengas
que acometem 0S pequenos animais.

Palavras- chave: ultrassonografia, estbmago, caes, gatos
GASTRIC SONOGRAPHYC EVALUATION IN SMALL ANIMAL

ABSTRACT

In small animal clinic, we often faced with diseases that lead to gastric and intestinal changes
such as pyometra, pancreatitis, renal failure, presence of gastric or intestinal foreign body,
nematode infections and viral diseases. The use of imaging as an aid in the differentiation of
these disorders is essential. Ultrasonography has great value in assessing gastric enable
visualization and measurement of the wall and folds, and enable the identification of
intraluminal content. In this review was describe the sonographic technique for assessing
gastric as well as their normal features and changes found in major diseases affecting small
animals.

Key words: ultrasound, stomach, dogs, cats
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EVALUACION ECOGRAFICA DEL ESTOMAGO EN PEQUENOS ANIMALES

RESUMEN

En la clinica de pequefios animale, es frecuente las_enfermedades que conducen a cambios
gdstricos e intestinales asi como piometra, pancreatitis, insuficiencia renal, presencia de
cuerpo extrafio gastrico ¢ intestinal, verminosis y enfermedades virales. El uso de imagenes
como una asistencia en la diferenciacion de estos trastornos es esencial. La ecografia tiene un
gran valor en la evaluacion géstrico por permitir la visualizacién y medicién de la pared y
pliegues, y permiten la identificacion de contenido intraluminal. En esta revision de literatura
se describe la técnica ecografica para evaluacion gastrica, asi como sus aspectosnormales y
los cambios encontrados en las principales enfermedades que afectan a los animales
pequenos.

Palabras- clave: ultrasonido, estbmago, perros, gatos

INTRODUCAO

Emese, anorexia, perda de peso e diarréia, sdo os principais sinais clinicos
demonstrados pelos animais acometidos por uma patologia do trato gastrointestinal (1).
Emese é o sinal predominante e mais consistente de um paciente com doenga géstrica,
entretanto, muitas doencas de origem ndo gastricas também podem ocasionar quadros
eméticos, tais como intussuscepc¢dao, pancreatite aguda, piometra, hiperadrenocorticismo,
insuficiéncia renal aguda, entre outras (2).

O diagnéstico de doencas géstricas pode ser obtido com base no histérico, exame fisico,
avaliacdo laboratorial e exames de imagem (2). A ultrassonografia é um método de
diagndstico consagrado para a avaliacdo do trato gastrointestinal, sendo util como exame
complementar para outras modalidades, tais como a radiologia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (3). A utilizacdo desse método pode eliminar a necessidade de um
exame radiografico ou tomografico contrastado em muitos pacientes, devido a possibilidade
de avaliacdo da motilidade géstrica e de identificacdo da espessura e da arquitetura da parede
do estomago. Essa técnica também permite, com menor precisio, a avaliagdo do contetido
luminal (4).

Neste artigo de revisdo de literatura descrevemos a anatomia gastrica, a técnica de
varredura ultrassonogréfica, os aspectos ultrassonograficos e as alteracdes encontradas nas
principais doengas que acometem o estdmago de pequenos animais.

REVISAO DE LITERATURA
Anatomia

O estobmago ¢ um Orgao de formato piriforme irregular (5), posicionado em plano
transversal a cavidade abdominal (2). Esta localizado entre o esfincter esofagiano caudal e o
piloro (2), caudal ao figado, cranial a silhueta renal esquerda e adjacente ao baco (3). Na
por¢do gastrica esquerda, maior e com aspecto arredondado, estdo a regido fundica e o corpo
do estdmago, enquanto que na regido direita, menor, cilindrica e com direcionamento
craniodorsal, estd o antro pildrico, (5). Em cées e gatos higidos, o estbmago vazio situa-se
cranialmente ao ultimo par de costelas, podendo se estender ligeiramente a face caudal do
arco costal (4, 6, 7). A parede do estdmago compreende quatro camadas: a mucosa,
submucosa, muscular e subserosa/serosa (8, 9). A mucosa e uma parte da submucosa possuem
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dobras orientadas paralelamente ao maior eixo do 6rgdo, as quais sdo denominadas pregas
géstricas (10).

Preparo e técnica ultrassonografica

A avaliacao ultrassonografica gastrica € frequentemente prejudicada pela presenca de
gases (3). Estes formam artefatos como reverberacdo, cauda de cometa e sombreamento
acustico, podendo estes, produzirem um falso espessamento da parede (11). Ainda que os
artefatos existam, a ultrassonografia € muito utilizada para a avaliagao do estdmago (3).

Na intencdo de minimizar os artefatos provenientes do acimulo de gis no interior do
estdmago, preconiza-se como preparo prévio, jejum alimentar entre 6 e 12 horas. Ressalta-se
que o jejum prolongado em felinos pode ocasionar uma contracao do estdmago, prejudicando
a mensuracgao da parede gastrica (12, 13).

Previamente a ultrassonografia, deve-se realizar a tricotomia da por¢cdo ventral do
abdomen e a aplicacdo de gel actstico sobre a pele (14). O decubito mais indicado para a
avaliacdo ultrassonografica gastrica € o dorsal, entretanto, o dectbito lateral (direito ou
esquerdo) é o mais utilizado (14). Para a avaliagdo pildrica, o ideal € o decubito lateral direito,
enquanto que, para a regido fundica, indica-se o decubito lateral esquerdo (14). O exame
ultrassonografico também pode ser realizado com o animal em posi¢ao quadrupedal quando
se deseja o deslocamento do fluido intraluminal para a drea de interesse (14).

Os transdutores de alta freqiiéncia melhoram a resolucdo da imagem, permitindo a
avaliacdo das camadas da parede géstrica (3, 12, 15). Os transdutores mais recomendados
para o exame gastrico sdo os lineares com a freqiiéncia entre 7,5 a 10 MHz (12, 14). As
varreduras em planos longitudinais e transversais sdo necessdrias para a avaliacdo completa
do 6rgdo (3, 12, 15).

Ultrassonografia

Ao exame ultrassonografico, o estbmago pode ser facilmente identificado devido ao seu
tamanho e a atividade peristéltica regular, além da presenca de pregas em sua parede e de
conteddo gasoso em seu interior (14).

O peristaltismo géstrico € de aproximadamente 4 a 5 contragdes por minuto, € existem
diversos fatores, tais como hormdnios gdstricos (gastrina, secretina, colecistoquinina e
motilina),e inibidores de reflexos colinérgicos, adrenérgicos e noradrenérgicos, que controlam
a motilidade gastrica (14).

A imagem ultrassonografica da parede do estdmago em caes e gatos higidos, incluindo
a superficie luminal,compreende cinco regides de ecogenicidade alternadas (Figura 1) (14,
16). A partir do lumen, seguem a seguinte ordem: superficie luminal, mucosa, submucosa,
muscular e subserosa/serosa (14). As camadas mucosa e muscular sdo identificadas ao exame
ultrassonogréfico como hipoecogénicas, enquanto que, a superficie luminal, a submucosa e a
subserosa/serosa, apresentam-se hiperecogénicas (14, 16).
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estomago

Figura 1. Imagem ultrassonografica ilustrando a aspecto normal do estdmago, na regido fundica. Nota-se a
estratificacdo em camadas da parede do estdmago.

A espessura da parede gastrica em caes varia entre 3 a 5 milimetros, enquanto que, em
felinos, essa mensuracao € de 2 milimetros entre as pregas e até 4,4 milimetros na regido das
pregas gastricas (3, 4, 12, 15). O espessamento mural € obtido mensurando-se a distancia
entre a superficie hiperecdica da mucosa e a camada externa hiperecdica da serosa (17).

Alteracoes ultrassonograficas gastricas
Estenose pildrica hipertrofica congénita

Caracterizada por hipertrofia da musculatura pildrica, a estenose pildrica hipertrofica,
causa estreitamento e alongamento persistentes do canal pilérico (18), com consequente
retardo no esvaziamento géstrico (3, 12).

O diagnéstico dessa afecc¢do, que ocorre mais comumente em caes (19), € obtido com
base no histérico clinico, entretanto, sdo necessdrias modalidades de imagem para a
confirmacdo do diagnéstico (14). O espessamento circunferencial do esfincter pildrico,
especialmente da camada muscular, € o principal aspecto ultrassonogréafico observado nos
animais acometidos por essa doenca (14).

Gastropatia hipertroéfica cronica

E uma doenca incomum, frequentemente adquirida, podendo também ser congénita
(como a estenose pildrica hipertréfica congénita), caracterizada por espessamento muscular,
hipertrofia de mucosa ou hiperplasia do piloro (12, 14, 19).

Em casos de hiperplasia de piloro na gastropatia hipertréfica cronica, observa-se ao
exame ultrassonografico um espessamento circunferencial do piloro, com a estratificagdo das
camadas da parede preservadas, na maioria das vezes (20).

Na hipertrofia de mucosa ou na hiperplasia das glandulas géstricas podem ser
observadas massas de distribuicdo localizada com aspecto polipdide, semelhante as
caracteristicas ultrassonograficas de neoplasias (14).

Corpos estranhos
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Uma grande variedade de corpos estranhos pode ser encontrada no estdmago de caes e
gatos. Ao exame ultrassonografico, estes sdo observados como uma interface ecogénica
brilhante associada a um sombreamento acustico posterior (14) (Figura 2), independente do
tipo de corpo estranho (16).

A identificagdo de um corpo estranho gastrointestinal de formato irregular é dificultada
pela ultrassonografia, a menos que estes ocasionem uma obstru¢do completa com acimulo de
fluido ou ingesta proximal ao local de obstrucao (14). Alguns corpos estranhos com formatos
especificos, como bolas, sdo facilmente identificidveis em um exame ultrassonogréfico devido
a sua forma caracteristica ou pela interface circular com sombra acustica forte e uniforme
(14).

ESTOMAGO

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica ilustrando entre as setas a presenca de trés corpos estranhos (fragmentos de
0ssos). Notar as interfaces ecogénicas com formacdo de sombra acustica posterior, no interior da cavidade
gdstrica de um cdo. Fonte: FMVZ — UNESP Botucatu (2012).

Doencas inflamatérias

A aparéncia ultrassonografica das doengas inflamatorias € varidvel dependendo do seu
tipo, duracdo e extensdao (3, 4, 12). Tipicamente, o principal achado ultrassonogréfico é o
espessamento de parede superior a 5 milimetros em cdes de pequeno porte , 7 milimetros em
caes de grande porte e 2 milimetros em gatos (12, 21, 22).

Embora o espessamento da parede seja o achado mais comum em doencas
inflamatorias, este ndo € especifico (14, 22). A severidade do espessamento da parede nao €
suficiente para distinguir processos neoplasicos de inflamatdrios (12, 14, 22). A diferenciagao
entre esses dois processos pode ser determinada por meio da avaliagdo da distribuigdo,
simetria, extensdo do espessamento de parede e a possibilidade de identificacdo das camadas
gastricas (14).

A inflamacdo € usualmente caracterizada por um espessamento extenso e simétrico da
parede, com preservacao da estratificagdo das camadas (Figura 3). Em todo caso, dependendo
da severidade do espessamento e da presenca ou nao de edema ou hemorragia na parede, as
camadas podem apresentar uma alteragdo de ecogenicidade ou um espessamento mais
pronunciado (16). Nas gastrites graves, o espessamento da parede pode estar associado a
diminui¢do da ecogenicidade da mesma ou com a visibilizacdo habitual das camadas da
parede (16).

SILVA, L. C. et al. Avaliacdo ultrassonogréfica géstrica em pequenos animais. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4):
567-575



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 572

Além disso, nas doengas inflamatoérias, o aumento nas dimensdes das pregas (4) e a
diminui¢do da motilidade géstrica (12, 21, 22) também podem ser identificados por meio do
exame ultrassonogréfico.

ESTOMAGO

Figura 3. Imagem ultrassonografica demonstrando um espessamento simétrico e extenso da parede géstrica em
um cdo, predominantemente da camada muscular. Fonte: FMVZ — UNESP Botucatu (2012).

Ulceracoes

Espessamento focal da parede gdstrica com ou sem interrup¢do distinta da camada
mucosa é geralmente visibilizado em casos de ulceracdes (12, 14). Frequentemente, no local
ulcerado visibilizam-se focos hiperecogénicos, 0s quais representam codgulos sanguineos e
contetidos gasosos (12, 14). A identificacio de ulceras gastricas por meio do exame
ultrassonografico, mesmo com o uso de equipamentos com alta resolugdo, € dificil, portanto,
neste caso, a gastroscopia € o exame mais indicado (12).

Apesar da desvantagem da ultrassonografia na determinacdo de ulceras gastricas, esta
possibilita a identificacdo de complicacdes secunddrias, tais como perfuracao, hemorragia e
obstrugao (14). A existéncia de um foco gasoso na parede gastrica espessada, associada como
aumento da ecogenicidade da gordura mesentérica adjacente, € altamente sugestiva de
peritonite focal, decorrente de uma perfuracao por ulcera (14).

Gastropatia urémica

A gastropatia urémica ¢ uma afec¢ido descrita comumente em pacientes com uremia
cronica (12, 14, 23). As alteracOes gastricas que podem ser observadas nestes pacientes
incluem ulceracdes, edema de parede, necrose, mineralizagdo da mucosa e submucosa
gastrica e arteriopatia mural (12, 14). Por meio da ultrassonografia, identifica-se o
espessamento da parede gastrica com proeminéncia das pregas (12, 14). Uma regido linear
hiperecdica na interface limen-mucosa, secunddria a mineralizacdo gastrica, também podem
ser observada nesses animais (12, 14, 23).

Processos neoplasicos

Os processos neopldsicos gastricos sdo pouco frequentes em cdes e gatos (14). Os
tumores encontrados na cavidade géstrica sdo o leiomioma, leiomiossarcoma, carcinoma,
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adenocarcinoma e linfoma (2), sendo os dois dltimos os de maior ocorréncia no cio e no gato,
respectivamente (14, 24).

Os locais mais frequentes para ocorréncia das neoplasias de estdmago sdo a regido antro
pildrica e o piloro (12, 25). A avaliacdo minuciosa dessas regides € indicada em casos de
suspeita de neoplasias (12, 25). Geralmente, a curvatura maior do estdbmago nao € afetada por
processos neoplésicos (2).

A ultrassonografia € um método sensivel para a detec¢do de tumores gastricos,
entretanto, ndo permite a tipificacdo histolégica destes tumores (12). As principais alteracdes
ultrassonogréficas observadas em paciente acometidos pelos tumores sdo espessamento de
parede, focal ou difuso, em diferentes graus, muitas vezes apresentando irregularidade de
superficie, e perda da integridade das camadas e da arquitetura da parede (3, 26). Neoplasias
gdastricas estdo frequentemente associadas a um distirbio funcional do fluxo géstrico e
obstru¢ao mecanica, condicdes que produzem acimulo de fluido e favorecem a visibilizacdo
da parede géastrica (14).

Os adenocarcinomas gastricos sao neoplasias que frequentemente invadem a camada
mucosa e se estendem para camada serosa (2). Geralmente envolve uma grande édrea da
parede do estdbmago, o que impossibilita sua remocdo cirtrgica (2). E comum a presenca de
ulceras como consequéncia deste tipo de tumor, podendo, dessa forma, ocasionar hematémese
ou melena (2). Essa neoplasia tem como achado sonografico mais comum o espessamento
transmural (10 a 27 milimetros) e a perda da estratificacdo em camadas da parede (3). Esse
espessamento € identificado como uma zona moderadamente ecogénica com a por¢ao mais
externa e mais interna circundada por uma linha levemente hiperecéica (12).

Os leiomiomas sdo tumores benignos e estdo usualmente associados ao avanco de idade
nos caes (2). Este tipo de tumor geralmente apresenta-se ao exame ultrassonografico como
uma massa homogénea ecogénica e regular (3), de dimensao pequena (14).

O leiomiossarcoma gastrico aparece usualmente como uma massa grande, complexa, de
crescimento concéntrico, localizada com frequéncia na regido de antro e, normalmente
ulcerada (27).

Os linfomas gdstricos caninos e felinos sdo caracterizados por espessamento uniforme
hipoecogénico da parede gastrica. Em caninos e felinos é comum a identificacdo
ultrassonogréfica de um espessamento transmural da parede do estbmago, com decréscimo da
ecogenicidade e perda da arquitetura das camadas, redu¢do da motilidade no local afetado e
linfadenopatia regional (14).

Os carcinomas gastricos sao incomuns em caes e nao correspondem nem a 1% de todos
os tumores caninos (28). Os achados ultrassonogréficos descritos foram espessamento
transmural da parede e perda de definicdo das camadas, que aparecem como uma regiao
moderadamente ecogénica, envolvida por linhas internas e externas pouco ecogénicas (14).

Obstrucoes gastricas

Obstrucdes da cavidade géstrica, parciais ou totais, podem ocorrer secundariamente a
diversas afec¢des como estenose pildrica hipertréfica congénita, gastropatia hipertréfica
cronica, corpos estranhos, processos neopldsicos e ulceracdes (14). Obstrugdes gastricas por
corpos estranhos sdo muito freqiientes em animais, principalmente em caes, devido ao
comportamento alimentar (29). Nesses casos, os corpos estranhos detém a passagem de
alimentos, que ficam estacionados, ocasionando uma sindrome oclusiva (30).

Os achados ultrassonograficos observados em casos de obstrucdes sdo dilatagdo gastrica
por conteddo liquido ou gasoso e reducdo de sua motilidade (14).
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CONCLUSOES

Embora o exame ultrassonografico do estdbmago possa ser prejudicado devido a
presenca de artefatos decorrentes do conteddo gasoso, ¢ uma modalidade de imagem muito
util na identificagdo e avaliacdo de alteracdes gastricas, as quais estdo cada vez mais frequente
em cdes e gatos. Diferentemente das outras modalidades de exames completares que
permitem a avaliagdo gdstrica, como a radiografia contrastada e a endoscopia, a
ultrassonografia possibilita a avaliac@o da estratificacdo das camadas géstricas, evidenciando
doencas cujo os outros exames nao seriam capazes de identificar; desta forma, a
ultrassonografia gastrica proporciona um diagndstico preciso de alteracdes géstricas, fato de
suma importancia para um tratamento adequado e a completa resolucdo do quadro clinico do
paciente.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi relatar um caso de sarcoma histiocitico localizado na pele e
disseminado nos linfonodos submandibulares e retrofaringeos, em uma cadela castrada, raca
Pastor Alemao, 10 anos de idade. Os sinais clinicos apresentados foram tosse, dispneia,
nédulo cutaneo, linfomegalia e aumento do didmetro do pesco¢o. Foram realizados o
eritrograma, leucograma, bioquimica sérica sanguinea, urindlise, exame radiografico tordcico
e ultrassonografia abdominal. O resultado do exame citopatolégico foi de neoplasia de origem
maligna das células redondas. Foi realizada a eutandsia e posteriormente a necropsia, 0 exame
histopatoldgico e a imuno-histoquimica, confirmando o diagnéstico de sarcoma histiocitico
disseminado. As alteracoes dos exames complementares de diagndstico ndao foram
conclusivas para um diagnostico definitivo, diferentemente da associacdo do exame
histopatoldgico e da imuno-histoquimica que permitiram o resultado conclusivo. A técnica de
imuno-histoquimica permitiu estabelecer a origem histiocitica da neoplasia, e as células
gigantes observadas no exame foram CD3" e lisozima positivo.

Palavras- chave: neoplasia, células redondas, imuno-histoquimica, pequenos animais

HISTIOCYTIC SARCOMA IN DOG - CASE REPORT

ABSTRACT

The aim of this study was to report a canine histiocytic sarcoma on skin and submandibular
and retrofaringeous limph nodes in a German Shepherd spayed female dog, ten years old. The
clinical signs observed were cough, dyspnea, subcutaneous nodule, lymphomegaly and
increase in diameter of the neck. Were performed an erythrogram, leucogram, blood serum
biochemistry, urinalysis, chest X rays and abdominal ultrasound. The cytology exam result
was rounded cells cancer. The euthanasia was performed and subsequently the necropsy,
histopathology exam and immunohistochemistry exam, with the diagnosis of disseminate
histiocytic sarcoma. The diagnostic complementary exams changes were not conclusive for a
definitive diagnosis, contrary of histopathology and immunohistochemistry exams, which
allowed a conclusive result. The immunohistochemistry allowed to establish the tumor
histiocytic origin and was observed a CD3" and lysozim positive giant cells.

Keywords: neoplasia, round cells, immunohistochemistry, small animals
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SARCOMA HISTIOCITICO EN PERRO - RELATO DEL CASO
RESUMEN

El objetivo del estudio fue presentar un caso de sarcoma histiocitico, localizado en la piel y
los ganglios linfaticos mandibular y retrofaringeo, en una perra castrada, raza Pastor Aleman,
de 10 anos de edad. Los signos clinicos presentados fueron tos, disnea, nédulo subcutineo,
linfomegalia y aumento del didmetro del cuello. Fueran realizados eritrograma, leucograma,
bioquimica sérica sanguinea, andlisis de orina, radiografia torcica y ecografia abdominal. El
resultado del examen citoldgico fue neoplasia de origen maligna de células redondas. Se llevé
a cabo la eutanasia y posteriormente la necropsia, examen histopatolégico e
inmunohistoquimico confirmando el diagnéstico de sarcoma histiocitico diseminado. Los
cambios de los exdmenes complementarios no fueron conclusivos para un diagndstico
definitivo, a diferencia de la asociacion de lo examen histopatolégico y la
inmunohistoquimica, que permiti6 el diagnostico. La técnica de inmunohistoquimica permitid
establecer el origen histiocitico de la neoplasia, y fueron observados en el examen células
gigantes positivas a CD3 y lisozima.

Palabras claves: neoplasia, células redondas, inmunohistoquimica, pequeias especies
INTRODUCAO

O sarcoma histiocitico (SH) é um tumor das células redondas comum em caes e raro
em gatos (1, 2). A etiologia é desconhecida, bem como os eventos moleculares e genéticos
relacionados ao seu desenvolvimento e progressio (1, 3). O SH caracteriza-se pela
proliferacao maligna de histiécitos da derme, como também acometendo diversos 6rgaos —
forma disseminada - sarcoma histiocitico disseminado (SHD) (4, 5). As doencas proliferativas
histiociticas compreendem trés condi¢des principais: o histiocitoma cutianeo, a histiocitose
reativa e o complexo sarcoma histiocitico (5). A histiocitose maligna (HM) €, também, uma
doenca multissistémica descrita em caes e caracterizada por proliferacdo neoplésica
histiocitica de caréter hereditario (5, 6). A diferenciacdo entre 0 HM e a SHD muitas vezes é
dificil e atualmente as duas condicdes tém sido consideradas como SHD, por apresentarem
caracteristicas clinicopatoldgicas semelhantes (5). Ambas as neoplasias tém um
comportamento bioldgico agressivo, sendo correto realizar o diagndstico histopatolégico
antes do tratamento (5).

O SH na pele apresenta-se sob forma de nddulos localizados, principalmente, no
focinho, pélpebras, pescogo, escroto € menos comum nos membros (6, 7). Por outro lado,
pode ocorrer disseminacdo para linfonodos, pulmio, baco, rim, figado, medula &ssea,
testiculos e olhos (6). O diagndstico € realizado por meio da combinac¢do dos sinais clinicos,
da citologia por aspiragdao com agulha fina (CAAF) e do exame histopatolégico (5, 8). No
entanto, a imuno-histoquimica € imprescindivel na diferenciacdo dos tumores com
caracteristicas similares, como o linfoma de células gigantes, o sarcoma de célula sinovial, o
mastocitoma pouco diferenciado e o histiocitoma maligno fibroso (5, 9, 10). O prognéstico do
SHD ¢é sempre reservado devido a sua disseminacao (1, 5, 6).

Em virtude dos escassos dados constantes da literatura sobre o SHD, dificultando o
diagnostico correto e precoce devido a sua similaridade clinicopatolégica com outras
neoplasias, objetiva-se relatar um caso de sarcoma histiocitico disseminado nos linfonodos
submandibulares e retrofaringeos em uma cadela da raca Pastor Alemao, 10 anos de idade
atendida no Hospital Veterindrio Escola (HVE), Mocambique.
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RELATO DO CASO

Foi atendida no HVE, Mocambique, uma cadela castrada, raca Pastor Alemao, 10 anos
de idade, com histérico de perda de peso progressiva. Durante o exame fisico foi observado
tosse, dispneia, nddulo cutdneo de 5 cm de didmetro na regido axilar direita, linfomegalia
submandibular e retrofaringea bilateral e aumento do didmetro do pesco¢o devido a presenga
de uma massa firme. O leucograma evidenciou leucopenia e linfopenia e os exames de
bioquimica sérica sanguinea revelaram um aumento da aspartato aminotransferase (AST) e da
creatina quinase (CK). No exame radiografico tordcico e ultrassonografico abdominal nao
foram observadas quaisquer alteracdes clinicas dignas de referéncia. Foi realizada a CAAF
dos linfonodos submandibulares e retrofaringeos, da massa localizada no pescogo e do nédulo
cutaneo, sendo observadas ao exame citopatologico abundantes células pleomérficas em
mitose, numerosas células arredondadas com nucleos redondos, escasso estroma, cromatina
finamente granular, células gigantes com nucleo grande e raros linfocitos, estabelecendo um
diagnéstico de neoplasia maligna de células redondas.

Devido ao progndstico ruim observado no exame citopatolégico e o envolvimento
sistémico, foi indicado a eutandsia humanitdria e o paciente encaminhado ao Laboratério de
Patologia Veterindria (LPV) da Faculdade de Veterindria, Mocambique, para necropsia. Na
necropsia foi observado nddulo cutineo de 5 cm de didmetro na regido axilar direita,
consisténcia firme, cor rosada (Figura 1) e uma massa dura de cor branca envolvendo o

esofago e a traqueia tordcica, e unificacdo da porcdo cervical do esdfago e da traqueia (Figura
2).

Figura 1. N6dulo cutianeo de 5 cm de didmetro na regido axilar direita de cor rosada (seta preta) em cadela da
raca Pastor Alemao, 10 anos de idade, diagnosticada com sarcoma histiocitico disseminado (Arquivo pessoal do
autor).

Figura 2. Massa tumoral aderida a parede dorsal do térax (seta preta) em paciente da raca Pastor Alemdo, 10
anos de idade, diagnosticada com sarcoma histiocitico disseminado. (Arquivo pessoal do autor).
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Nos linfonodos submandibulares e retrofaringeos foram observados nédulos com 1 a 3
cm de diametro que obliteravam parcialmente a arquitetura nodal. Citologicamente, os
nédulos dos linfonodos e o cutineo, e a massa localizada no esdfago e na traqueia foram
caracterizadas por proliferacio neopldsica de células redondas, nucleo oval e redondo,
cromatina condensada, citoplasma bem delimitado e eosinofilico, células gigantes com nicleo
grande e dreas com células pleomorficas em mitose (Figura 3).

\Tq

Figura 3. Fotomicrografia ilustrando células neopldsicas com formato redondo, nicleo oval e redondo, cromatina
condensada e citoplasma escasso e figuras de mitose (seta preta) e células gigantes com niucleo grande (seta
vermelha) em cadela da raca Pastor Alemdo, 10 anos de idade, diagndstico de sarcoma histiocitico disseminado
(HE: 40x) [Barra: 100 pm] (Arquivo pessoal do autor).

Histopatologicamente, foi observada uma invasio celular, escasso estroma, sendo as
células polimérficas, com nicleo oval, redondo e/ou excéntrico com cromatina condensada e
escasso citoplasma Paralelamente, foram observadas células gigantes com nidcleo grande,

lobulado e multiplo, e células neoplasicas em mitose (Figura 4).
4 7 ™. § '

Figura 4. Fotomicrografia ilustrando invasdo celular, escasso estroma, células neopldsicas em mitose (setas

pretas), em cadela da raca Pastor Alemdo, 10 anos de idade, diagndstico de sarcoma histiocitico disseminado
(HE: 40x) [Barra: 100 pm] (Arquivo pessoal do autor).

A confirmacio da origem celular dos nddulos foi realizada utilizando-se a técnica de
imuno-histoquimica pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase em cortes de trés
micrometros de nédulos dos linfonodos submandibulares e retrofaringeos e o cutaneo. Foram
utilizados os anticorpos anti-pancitoqueratina (Dako, 1:2.000), vimentina (Dako, 1:100),
lisozima (Dako, 1:2.000) e a proteina S100 (Dako, 1:5.000). Todas as sec¢des foram
submetidas a recuperagdo antigénica com TRIS-EDTA (pH 9,0) em microondas por 10
minutos, incubadas com o0s anticorpos primdrios por uma hora a 37°C e, posteriormente, com

o anticorpo secunddrio biotinilado e o complexo LSAB. A imunorreatividade foi observada
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por meio do 2-2” diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) e a contra-colora¢ao utilizada foi a
de hematoxilina Harris, utilizando controles positivos e negativos para cada anticorpo.
Observou-se a imunomarcacdo para vimentina e lisozima em todos os érgaos e negatividade
para pancitoqueratina.

A reagdo de imuno-histoquimica para lisozima permitiu definir a origem histiocitica
da neoplasia (5, 10). No entanto, a coloragdo especial de Azul da Prissia revelou pequena
quantidade de hemossiderina no citoplasma de algumas células neopldsicas. Apesar da
auséncia de anemia, as propriedades tintoriais da coloragdo sugerem que a hemocaterese e a
eritrofagocitose poderiam progredir a anemia no presente caso. Segundo Scott, Miller e
Griffin (3), os escassos relatos de possiveis SHD em cdes com idade superior a oito anos nao
foram confirmados pelos métodos de diagndstico de caracterizagdao celular, como a imuno-
histoquimica, e provavelmente pode ter-se tratado de linfossarcoma histiocitico ou
pseudolinfoma, mas no presente relato de caso foi confirmado pela imuno-histoquimica.

O envolvimento de linfonodos e demais 6rgaos viscerais € caracteristico do SHD (5,
9). Entretanto, é impossivel determinar o 6érgdo que deu origem a neoplasia, e se ocorreu a
transformag@o maligna da forma localizada do sarcoma histiocitico ou da histiocitose reativa
(5, 11). Nao foi possivel realizar uma relacdo de caréter hereditario de acordo com Fulmer e
Mauldin (5), Goldschmidt e Hendrick (6) devido a auséncia de informagdo sobre a
ascendéncia clinica do paciente.

De acordo com Scott, Miller e Griffin (3), Clifford e Skorupski (4), Sousa et al. (7),
Peterson e Couto (12), o SHD é comum em animais com idade que varia de dois a 13 anos e a
raca Pastor Alemdo € a raca mais predisposta a neoplasia, como observado na presente
descricdo. Apesar de Fulmer e Mauldin (5) afirmarem que o SH é uma neoplasia que acomete
principalmente cdes da raga Bernese, Rottweilers, Labradores e Golden Retrievers. As
caracteristicas apresentadas pela lesdo cutanea nodular concorda com aquelas referidas na
literatura (6, 7), porém, a localizacio no membro tordcico ndo esteve de acordo com os
mesmos autores, referenciando que raramente sao localizados nos membros, diferentemente
da localizacdo no paciente. De acordo com Peterson e Couto (12), os histiocitomas
apresentam um tamanho menor que 3 cm de diametro, mas no paciente foi observado um
diametro de 5 cm. Os sinais clinicos da forma sistémica observados como a tosse e a dispneia
foram resultantes da compressdo da traqueia pela neoformacdo ao redor da traqueia e do
esofago, visto que o pulmido ndo estava comprometido. A leucopenia foi resultado da
demanda tecidual excessiva, sendo que o estresse € a dor poderiam ter contribuido para a
liberacdo do cortisol e da adrenalina, induzindo a linfopenia. Por outro lado, a elevacdo do
AST e da CK provavelmente foi consequente as lesdes musculares.

A técnica de imuno-histoquimica permitiu estabelecer corretamente a origem
histiocitica da neoplasia (5, 12) e as células gigantes observadas no exame foram CD3
negativo e lisozima positivo, sugerindo origem histiocitica (5, 10). A populacdo histiocitica
homogénea e a imunomarcacao lisozima positiva fortaleceu o diagndstico de SHD. Os 6bitos
causados por histiocitomas cutaneos nao foram relatados (13), mas segundo Wu (14), em
casos de SHD a porcentagem de 6bito € elevada.

O exame histopatoldgico associado a imuno-histoquimica foram definitivos para a
obtencdo de diagndstico conclusivo de sarcoma histiocitico. Desta forma, torna-se
imprescindivel o conhecimento dos sinais clinicos em relagdo as medidas eficientes de
diagnéstico, para que seja realizado o tratamento adequado dependendo do caso. Dentre as
medidas destacam-se a combinacdo dos sinais clinicos, CAAF, o exame histopatolégico e
imuno-histoquimico.

O relato do caso foi de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia — Universidade Estadual Paulista - Botucatu, com protocolo nimero
223/2011.

Santos IFC. et al. Sarcoma histiocitico em cdo: relato de caso. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 576-581.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 581

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Vail DM, Withrow SJ. Tumors of the skin and subcutaneous tissues. In: Small animal
clinical oncology. 3™ ed. Philadelphia: W.B. Saunders Company; 2001. p.212-6.

Affolter VK, Moore PF. Canine cutaneous and systemic histiocytosis: reactive
histiocytosis of dermal dendritic cells. Am J Dermatopathol. 2000;22:40-8.

Scott DW, Miller WH, Griffin CE. Dermatologia dos pequenos animais. 6" ed.
Philadelphia: W.B. Saunders Company; 2001.

Clifford CA, Skorupski KA. Histiocytosis diseases. In: Withrow SJ, Vail DM. Small
animal clinical oncolgy. 4" ed. Philadelphia: Saunders Elsevier; 2007. p.342-7.

. Fulmer AK, Mauldin GE. Canine histiocytic neoplasia: an overview. Can Vet J.

2007;48:1041-50.

Goldschmidt MH, Hendrick MJ. Tumors of the skin and soft tissues. In: Meuten DJ.
Tumors in domestic animals. 2" ed. Iowa State: Ames; 2002. p.175-84.

Souza TM, Fighera RA, Irigoyen LF, Barros CSL. Estudo retrospectivo de 761 tumores
cutianeos em cies. Cienc Rural. 2006;36:555-60.

. Taylor DN, Dorn CR, Luis OH. Morphologic and biologic characteristics of the canine

cutaneous histiocytoma. Vet Pathol. 2006;43:646-55.

Pessoa MP, Maia FL, De Nard AB, Pessoa HF. Aspectos clinicos, diagndstico e
tratamento dos histiocitomas caninos. Med Vet. 2008;2:42-53.

Hoinghaus R, Trautwein-Hewicker M, Mischke R. Immunocytochemical differentiation
of canine mesenchymal tumors in cytologic imprint preparations. Vet Clin Pathol.
2008;37:104-11.

Jacobs RM, Messick JB, Valli VE. Tumors of the hemolymphatic system. In: Meuten DJ.
Tumors in domestic animals. 4™ ed. Iowa State: Press; 2002. p-119-98.

Peterson JL, Couto CG. Tumores cutaneos e subcutaneos. In: Bichard SJ, Sherding RG.
Clinica de pequenos animais. 2* ed. Sdo Paulo: Roca; 2003. p.192-204.

Huang SC, Chang CL, Huang CH, Chang CC. Histiocytic sarcoma — a case with evenly
distributed multinucleated giant cells. Pathol Res Pract. 2007;203:683-9.

Wu H. Immunohistochemical expression of p27 and p21 in canine cutaneous mast cell
tumors and histiocytomas. Vet Pathol. 2004;41:296-9.

Recebido em: 25/11/12
Aceito em: 24/04/13

Santos IFC. et al. Sarcoma histiocitico em cdo: relato de caso. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 576-581.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 582

STEPHANOFILARIASIS IN DAIRY CATTLE: THE NEED FOR EARLY
DIAGNOSIS AND TREATMENT

Rafael Pazinato'

Vanderlei Klauck'

Leandro Samia Lopes'

Lenita Moura Stefani'
Aleksandro Schafer da Silva'”

ABSTRACT

Stephanofilariasis is a disease caused by a nematode, globally widespread, that affects dairy
cattle causing skin lesions near the mammary gland. Therefore, the objective of this study was
to report the occurrence of an outbreak of stephanofilariasis in dairy cows in a property from
Southern Brazil, focusing on the diagnosis and treatment. Stephanofilariasis was suspected
based on the appearance and location of the lesion. Skin scrapings and lesion imprints
confirmed the clinical suspicion. Since the cows were lactating, treatment was based on
topical organophosphate trichlorfon 6% for seven days. Early diagnosis helps to better
curative efficacy.

Key-words: cows, Stephanofilaria sp, therapy

ESTEPHANOFILARIOSE EM VACAS LEITEIRAS: A NECESSIDADE DE UM
DIAGNOSTICO E TRATAMENTO PRECOCE

RESUMO

Estephanofilariose é uma doenca causada por um nematéide, amplamente difundida, que afeta
vacas leiteiras, provocando lesdes na pele perto da glandula mamaria. Portanto, o objetivo
deste estudo foi relatar a ocorréncia de um surto de estephanofilariose em vacas leiteiras em
uma propriedade no Sul do Brasil, com foco no diagndstico e tratamento. A suspeita de
estephanofilariose foi baseada na aparéncia e localizacdo da lesdo. Raspados e imprints da
lesdo confirmou a suspeita clinica, encontrou-se a forma larval. As vacas em lactacdo
receberam um tratamento baseado em organofosfato topico, isto € triclorfon 6% durante sete
dias. O diagnéstico precoce contribui para uma melhor eficacia curativa.

Palavras chave: vacas, Stephanofilaria sp, terapia

ESTEPHANOFILARIOSIS EN VACAS LECHERAS: LA NECESIDAD DE UN
DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO PRECOZ

RESUMEN

Estephanofilariosis es una enfermedad causada por un nematodo, generalizada, que afecta las
vacas lecheras causando lesiones en la piel cerca de la glandula mamaria. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue describir la ocurrencia de un brote de estephanofilariosis en vacas
lecheras en una granja en el sur de Brasil, con un enfoque en el diagndstico y el tratamiento.
La sospecha de estephanofilariosis se basa en la apariencia y localizacién de la lesion.
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Raspados y imprints de la lesién confirmé la sospecha clinica, se encontré la forma larval. Las
vacas lactantes recibieron un tratamiento a base de organofosfato topico, o sea 6% triclorfén
durante siete dias. El diagndstico precoz contribuye para una mejor eficacia curativa.

Palabras-clave: vacas, Stephanofilaria sp, terapia
INTRODUCTION

Stephanofilariasis is caused by nematodes of the genus Stephanofilaria, a chronic
disease that occurs in dairy cattle, with prevalence in the summer because it is transmitted by
flies (1, 2). In most cases, the clinical diagnosis is through the identification of skin lesions
that may vary in size with itching and constant presence of flies, if untreated may continue for
years (1), which can cause the onset of mastitis and myiasis. According to the literature, horn
flies (Haematobia irritans) are intermediate hosts that feed on skin lesions and ingest the
microfilariae, and in two to three weeks it develops the third larval stage (infective form),
being introduced by bite in the skin of the definitive host, i.e., bovine (3).

Treatment is necessary to prevent the spread of the nematode to the herd, but can be
difficult and time consuming, which often makes treatment uneconomical (4).
Organophosphates for topical use (5), and association of ivermectin (6) and levamisole (7) are
commonly used for treatment.

On farms located in Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, veterinarians, animal
scientists and agricultural experts have been questioned about the presence of skin lesions in
the midline and cranial to the udder that do not get better despite treatment made by
producers. The technicians who provided this information also mentioned that approximately
30% of large dairy farms in Southern Brazil have had isolated cases of stephanofilariasis
(personal communication), but the occurrence of an outbreak, with various animals affected in
the same property at the same period are rare. As a result, the objective of this study was to
report an outbreak of stephanofilariasis occurred in dairy cattle in Southern Brazil, with
emphasis on diagnosis and treatment.

CASE REPORT

In December 2011 (warm season of the year), on a small farm with Holstein dairy
cattle, located in Alegria, Rio Grande do Sul State, Brazil, the owner asked for veterinarian
assistance because of the presence of skin lesions (Figure 1A, B) located cranially to the
udder of nine lactating cows in a total of 13 animals of the same category. According to the
owner the lesion first appeared in one of the cows in November and after 15 days was
observed in all other animals. The lesions look like ulcerated wound with crusted and sero-
sanguineous exudate in the ventral midline cranially to the udder (Figure 1). Myiasis was
observed on five of these cows. Initially, producers used a product with larvicidal, repellent
and healing action (Lepecid BR Spray®) which eliminated fly larvae. As reported by the
owner, all lesions regressed in all animals during treatment, but relapsed a few days after the
end of therapy with Lepecid spray.

The clinical diagnosis from the veterinarian was stephanofilariasis based on anamnesis,
wound characteristics and high incidence of similar cases in the region. To confirm the
dignosis, the skin was scrapped and imprints were stained with Romanowsky for microscopic
observation. Nematode larvae were visualized in the collected material (Figure 1C). A topical
treatment based on organophosphate trichlorfon 6%, as suggested by the literature was used
(2).

Unaware of the existence of a commercial product specific for treatment of this
parasitosis, a handmade mixture was prepared. The active ingredient was mixed with vaseline,
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forming a paste for topical use, which was placed over the entire area of the wound once a day
(in the morning) for seven consecutive days. In the afternoon, daily treatment with Lepecid
BR Spray® was maintained for the purpose of healing and repellent. The treatment ended after
seven days when the wounds were healing, without secretions and with the central opening
substantially closed. By owner’s request, the cows were examined again on the tenth day after
the treatment, when it was found that three cows had recurrence of the skin lesions due to the
presence of secretion. In other animals the wound was fully closed and healed with initial
growth of hair in the affected area. For the three animals with recurrence, the same previous
treatment was repeated for seven days, which this time had curative efficacy. It is important to
point out that this property works with dairy cattle for 15 years, and during this period had no
similar cases of this disease.

Figure 1. Skin crusty wound with serum-blood exudate located cranially to the udder of a
Holstein cow (A and B) and larvae of Stephanofilaria sp harvested in imprints and stained
with Romanoswisky method (40x) (C).
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During the clinical examination the presence of immature and adult tick (Rhipicephalus
microplus) and large numbers of flies were found in the animals. A total of 30 flies were
caught and identified as Haematobia irritans (n = 17), Musca domestica (n = 9) and Stomoxys
calcitrum (n = 4). The presence of nematode larvae in flies was not investigated.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

This study reports an outbreak of nematode Stephanofilaria in 69.2% of dairy cows on a
farm in Southern Brazil. According to the literature, this parasite has a wide geographical
distribution, but generally the number of infected animals per herd is small. Stephanofilariasis
cases in animals (8-10) and humans (11) as well as epidemiological data, diagnosis and
treatment have been described by researchers.

The nematode Stephanofilaria sp. needs some vector for its spread and transmission,
being flies considered a potential vector (3). H. irritans and S. calcitrans are the main vectors
and disseminators of infectious diseases and are bloodsucking ectoparasites of economic
importance in Brazil, causing large losses and great economic impact on livestock production.
These insects can also be vectors of several pathogens, including helminths Stephanofilaria
sp. (3, 12). According to researchers the major outbreaks of flies occur in rainy warm seasons
in Brazil, as the period from December to March (8), the same period with greater incidence
of stephanofilariasis, as was observed in this study. Therefore, we believe that the control of
flies would be a way to prevent the spread of disease.

The stephanofilariasis usually occurs in dairy cattle, which is characterized by causing
lesions on cranial-ventral region of the mammary gland (10), similar to what was observed in
this study. After nematode infection the prepatent period ranges from 3 to 8 weeks (3),
subsequent the wound increases progressively. In this study it was found that the size of the
injuries varied between measurements described by Miyakawa, Reis and Lisbda (13), ie,
between 0.78 cm? and 44.16 cm?2. The skin lesions are characteristic of the disease and help in
the diagnosis along with the anamnesis (8, 9, 14). Severe itch causes generalized unease with
constant licking of the wound, leaving the animals stressed and consequently there is a
reduction in milk production, as reported by the owner of this farm.

A study by Miyakawa, Reis and Lisbda (9) compared two methods in diagnosing
Stephanofilariasis from tissue collected by biopsy from the edge of the Ilesions:
histopathologic and direct examination of the sediment of isotonic saline solution in which the
tissue remained soaked. The authors found that on direct examination was possible to find the
causative agent in all samples examined, unlike the histopathological which did not detected
the presence of the parasite. Printing with a glass slide containing wound exudate, followed
by staining with Giemsa, can be used in the diagnosis of nematode (15), a method used
successfully in the current study.

Controlling flies infestations on cattle would be a prophylactic measure in order to
prevent the spread of disease among animals. The treatment of Stephanofilaria sp infection
has been performed with 5-10% ivermectin and organophosphates (Neguvon ® - Merck
Manual). Ivermectin has limited in lactating cows (90.48%) and the treatment cannot be
carried out because of the possibility of drug residues in milk (13), which is why this product
was not used in this study. The topical use of organophosphates has been an effective
treatment option, but time consuming with daily applications. But according to researchers
successful treatment often is related to the early diagnosis, when the lesion is still small with
isolation of infected animals in order to prevent the spread to other animals (9, 16, 17). A
commercial drug with specific indication for this disease could also facilitate its treatment.

Five species of the genus Stephanofilaria are associated with skin lesions in cattle,
including S. dedoesi, S. stilesi, S. kaeli, S. assamensis and S. okinawaensis (10), but in Brazil
it is not known which species are prevalent, as in this study. In this paper we report an
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outbreak of stephanofilariasis in dairy cows, confirmed by clinical diagnosis, laboratory and
therapeutic. Topical treatment with trichlorfon was 100% effective in curing the disease.
Probably the outbreak occurred due to environmental conditions (temperature, humidity and
abundance of vectors), and lack of specific immunity against this nematode since this diseases
was never reported before on this herd.
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia da infeccido por Brucella spp. em equideos
no Brejo Paraibano. Foram analisadas 257 amostras em 26 propriedades. Para o diagnéstico
utilizou-se o teste do Antigeno Acidificado Tamponado. Das 257 amostras analisadas nenhuma
foi reagente. Este € o primeiro estudo a pesquisar anticorpos contra Brucella spp. em equideos
nessa microrregido. Apesar de ndo terem sido diagnosticados animais reagentes e da menor
importancia epidemioldgica em equideos se comparados aos bovideos, inquéritos epidemioldgicos
sd0 necessdrios para determinar o status soroldgico nestas espécies, uma vez que as mesmas
podem servir como fonte de infecc@o para outras espécies, incluindo o homem.

Palavras-chave: brucelose, equinos, Paraiba, Brasil

PREVALENCE OF Brucella spp. INFECTION IN EQUIDS FROM BREJO PARAIBANO
MICROREGION, BRAZIL

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the prevalence of Brucella spp. infection in equids in
Brejo Paraibano microregion. Two hundred fifty-seven equids serum samples of 26 properties
were analyzed. For diagnosis, Rose Bengal Test (RBT) was performed. Among the 257 samples
analyzed there was no serum reagent. This is the first study that researched Brucella spp.
antibodies in equids in this microregion. Even with no reagent samples and the lower
epidemiological importance of infection in equids, compared with cattle herds, epidemiological
investigations are needed to determine the serological status in these species, since they can serve
as a source of infection for other species, including man.

Keywords: brucellosis, horses, Paraiba, Brazil

PREVALENCIA DE LA INEECCI()N POR Brucella spp. EN EQUIDOS EN LA
MICRORREGION DE BREJO PARAIBANO, BRASIL

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de la infeccion por Brucella spp. en
équidos en la microrregion del Brejo Paraibano. Doscientos cincuenta y siete muestras fueron
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analizadas en 26 propiedades. Se utilizé como prueba diagnéstica la técnica rosa de Bengala.
Ninguna de las 257 muestras analizadas fue reactiva. Este es el primer estudio que indagé la
presencia de anticuerpos contra Brucella spp. en équidos en esta microrregién. A pesar de no
haber sido diagnosticados animales reactivos y de la menor relevancia epidemioldgica de los
équidos en comparaciéon con el ganado bovino, las investigaciones epidemioldgicas son
necesarias para determinar el status seroldgico en estas especies, ya que pueden servir como
una fuente de infeccién para otras especies y para el hombre.

Palabras claves: brucelosis, caballos, Paraiba, Brasil

A brucelose € uma doenca crénica que, muito embora seja mais frequente e grave nos
bovinos, pode acometer também os equideos. Nessas espécies € causada quase que
exclusivamente pela Brucella abortus e, eventualmente, pela Brucella suis, que invade o
organismo do animal pela via digestoria com alimentos, dgua e fOmites contaminados por
liquidos e restos de abortos de bovinos e, ocasionalmente, de outros cavalos infectados (1).
No Brasil os dados existentes em relacido a infeccao por Brucella spp. em equideos revelam
prevaléncias variando de zero a 88,0% (2-7).

Em fun¢do de o Brasil apresentar o maior rebanho de equinos da América Latina, da
importancia da brucelose para a saide publica e de nao haver relatos desta infeccdo na
microrregido do Brejo Paraibano, objetivou-se com esse estudo determinar a prevaléncia da
infeccdo por Brucella spp. em equideos na microrregiao do Brejo Paraibano.

A microrregido do Brejo Paraibano estd inserida na mesorregido do Agreste, e €
composta por oito municipios: Alagoa Grande, Alagoa Nova, Areia, Bananeiras, Borborema,
Matinhas, Pildes e Serraria (8). Foi realizado um estudo transversal para determinar a
prevaléncia, e o plano amostral foi dividido em dois estdgios. No primeiro estidgio, foram
selecionadas todas as propriedades com criacdo de dez ou mais equideos (unidades primdrias
de amostragem), visto que, sdo essas propriedades que realmente fazem parte da cadeia
produtiva da equideocultura, totalizando 26 propriedades; no segundo, foi sorteado, de forma
aleatdria, um numero pré-estabelecido de equideos (unidades secundérias de amostragem). A
amostra de cada propriedade foi calculada com o auxilio do programa Win Episcope 2.0. Para
compor a amostra do estudo da prevaléncia foi considerada uma prevaléncia de 50%, visto
que ndo ha dados sobre a ocorréncia desta infeccdo nesta microrregido. Em cada propriedade
também foi considerada uma confianca minima de 95% e erro estatistico de 10%. Desta
forma, foram coletadas 257 amostras sanguineas de equideos (equinos, asininos € muares)
clinicamente sauddveis, de diferentes sexos e finalidade, no periodo compreendido entre julho
e dezembro de 2011.

A escolha das unidades primarias de amostragem foi baseada no cadastro de
propriedades rurais com equideos, da Secretaria de Estado do Desenvolvimento da
Agropecudria e da Pesca (SEDAP). A propriedade selecionada que, por motivos varios, nao
pode ser visitada, foi substituida por outra, nas proximidades, com as mesmas caracteristicas
de producdo. A propriedade selecionada que, no momento da visita, possuia menos que os dez
equideos previstos anteriormente também foi amostrada, e nesse caso foram coletadas
amostras de todos os animais.

Em cada propriedade amostrada foi aplicado um questiondrio epidemioldgico com
perguntas objetivas, elaborado para obter informagdes sobre o tipo de exploragdo e as praticas
de manejo empregadas. Apenas um dos oito municipios da microrregido ndo foi amostrado,
pois, segundo o cadastro, ndo havia propriedades que atendessem ao critério de selecao de
pelo menos dez equideos. Os municipios pesquisados foram: Areia (n=42; 28 equinos, 01
asinino e 13 muares), Serraria (n=13; 09 equinos e 04 muares), Alagoa Grande (n=67; 54
equinos, 02 asininos e 11 muares), Bananeiras (n=108; 93 equinos, 03 asininos e 12 muares),
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Pildes (n=3; 03 muares), Borborema (n=7; 04 equinos, 01 asinino e 02 muares) e Alagoa
Nova (n=17; 16 equinos e 01 muar).

Os equideos eram criados a campo, semi-estabulados ou estabulados. Em relacdo a raga,
os animais testados eram sem raca definida (SRD) [152], Quarto-de-milha [15], mesticos de
Quarto-de-milha [74] e Manga-larga [16]. Nesta microrregido, os equideos sao utilizados com
as finalidades de esporte (vaquejada), reproducdo, trabalho ou lazer. As idades dos animais
foram agrupadas em trés estratos: abaixo de 2,5 anos de idade (animais jovens), entre 2,5 e 11
anos (animais em idade reprodutiva) e acima de 11 anos (animais idosos). Quanto ao sexo 116
eram fémeas e 141 machos.

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncdo da veia jugular, em tubos com
vacuo siliconizados com capacidade para 10 mL. As amostras sanguineas colhidas foram
mantidas em temperatura ambiente até a retracdo do codgulo sanguineo, em seguida
transportadas sob refrigeracdo ao laboratério, onde foram centrifugadas, durante 10 minutos, a
900xg. O soro obtido foi transferido para tubos de polipropileno e armazenados a -20°C, até o
momento da realizac¢do dos testes soroldgicos.

Os soros foram analisados por meio do teste do Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT), de acordo com as normas do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) (9).

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Rural de Pernambuco com a licenga n° 036/2012.

Das 257 amostras analisadas, nenhuma foi reagente ao teste do Antigeno Acidificado
Tamponado. Este é o primeiro estudo a pesquisar anticorpos anti-Brucella abortus em
equideos nessa microrregido do estado da Paraiba. Neste estado, Arruda et al. (7) encontraram
0,6% de equinos reagentes.

A dificuldade em se obter dados precisos para comparar os resultados deste estudo com
estudos prévios se deve a diferentes planos amostrais e métodos de diagndstico utilizados.
Outros fatores também podem influenciar nos resultados, tais como: condi¢des ambientais,
tipo de criagdo (extensiva, semi-intensiva e intensiva), fonte de 4gua, presenca de sinais
clinicos e criacdo consorciada com outros animais, principalmente bovideos.

Apesar de nenhum animal reagente ter sido identificado na microrregidao do Brejo
Paraibano, os equideos eram mantidos sob condi¢des que podem determinar a infeccao desses
animais. Entre os animais amostrados, 84,4% eram criados de forma consorciada com bovinos
e, em apenas uma propriedade, com suinos.

Nas propriedades de 58,5% dos equideos que eram criados de forma consorciada com
bovinos ndo era realizada a vacinac¢ao contra brucelose em bovinos.

Em 73,1% das propriedades pesquisadas, havia a presenca de animais silvestres. A
presenca dos reservatérios silvestres, a coabitacdo de espécies animais e a resisténcia do
micro-organismo em condi¢des adversas no ambiente sdo fatores que favorecem a
manutencdo do agente no ambiente e em criatérios de animais domésticos, inviabilizando, por
vezes, sua erradicagdo em determinadas regides ou paises (10).

Em relagdo a prética de biosseguranga, observou-se que 69,2% das propriedades nao
realizavam quarentena ao adquirir animais. A maioria dos animais (99,2%) ndo era mantida
estabulada, o que pode favorecer a transmissao do agente por outras espécies domésticas ou,
especialmente, silvestres. Aproximadamente 94,0% dos animais tinham acesso a dreas de
pastos alagados, caracteristica esta que pode contribuir para a sobrevivéncia do micro-
organismo no ambiente. Cerca de 90,0% dos animais eram criados em rebanhos abertos, onde
a introdugdo de animais infectados por Brucella abortus é mais provavel. Em apenas uma
propriedade os animais eram procedentes de exposi¢cdes ou leildes, onde geralmente o
controle sanitario € mais rigoroso. Apenas 25,7% dos animais eram criados em propriedades
com assisténcia veterinaria. Em menos de 30,0% das propriedades com bovinos era realizado
teste para diagndstico de brucelose nessa espécie.
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Apesar de ndo terem sido diagnosticados animais positivos neste estudo e da menor
importancia epidemioldgica dos equideos na cadeia epidemioldgica da brucelose, inquéritos
epidemioldgicos sdo necessarios para determinar o status sorolégico na populacido equidea da
regido, uma vez que estas espécies podem ser fontes de infeccdo para outras espécies,
inclusive para o homem. Outro ponto que deve ser destacado é que muitos destes equideos
eram mantidos sob condi¢des de exploracdo que podem favorecer a transmissdao do agente.
Caso estes animais sejam criados de forma consorciada com bovideos, deve-se realizar um
controle sanitdrio adequado, como a vacinacao dos bovideos e testes diagndsticos com certa
frequéncia para identificar os animais infectados.
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas decorrentes de
obstruc¢do biliar induzida em suinos. Para isso, foram utilizados seis suinos da raca Landrace,
com 36 dias de idade, nos quais coletou-se sangue nos momentos pré-obstrucdo e sete dias
ap6s a obstrucdo induzida do ducto colédoco, sendo a mesma realizada pela colocacdo
videolaparoscépica de um clip metdlico de titanio. Assim, a ligadura foi realizada com
sucesso em todos os animais, sendo fécil a identificacdo do colédoco por videolaparoscopia e
niao ocorrendo dificuldades nos procedimentos. Os sinais clinicos indicativos de ictericia
foram evidentes no decorrer dos sete dias de obstrucdo. A andlise hematoldgica revelou uma
diminui¢do nos niveis do volume corpuscular médio e permitiu identificar alteragdes na
morfologia das hemadcias; enquanto que os exames bioquimicos revelaram aumento nos niveis
séricos de colesterol, GGT, FA, bilirrubina total e fracdes e, reducdo na glicemia. Conclui-se
que o suino representa um bom modelo experimental de obstru¢do biliar, tendo como
caracteristicas evidentes a hiperbilirrubinuria € o aumento dos niveis normais das enzimas
hepatobiliares. A GGT demonstrou-se um marcador de maior sensibilidade e especificidade
em suinos quando comparada com a FA.

Palavras-chave: contagem de células sanguineas, bioquimica, ictericia obstrutiva, colestase
extra-hepatica, laparoscopia

HEMATOLOGY AND BIOCHEMISTRY COMPARATIVE ANALYSIS IN SWINES
SUBMITTED TO EXPERIMENTAL BILIARY OBSTRUCTION

ABSTRACT

This study aimed to evaluate hematological and biochemical changes resulting from biliary
obstruction induced in swines. For this, were used six Landrace swines of 36-day-old, blood
were collected in the pre-obstruction and seven days after the induced common bile duct
obstruction, which was done through the laparoscopic placement of a titanium metal clip.
Thus, the ligation was successfully performed in all animals, being easier to identify the
laparoscopic common bile duct and not occurring difficult procedures. The clinical signs of
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jaundice were evident after seven days of obstruction. The blood analysis revealed a decrease
in the levels of mean corpuscular volume and identified changes in the morphology of red
blood cells, whereas the biochemical tests revealed increased serum levels of cholesterol,
gamma-glutamyltransferase, alkaline phosphatase, total bilirubin and fractions and, reduction
in blood glucose. It is concluded that the pig is a good experimental model of biliary
obstruction, as having the characteristics evident hiperbilirrubinuria and increased normal
levels of hepatobiliary enzymes. The gamma-glutamyl transferase proved to be a marker of
greater sensitivity and specificity in pigs when compared with the alkaline phosphatase.

Keywords: blood cell count, biochemistry, jaundice obstructive, cholestasis extrahepatic,
laparoscopy

ANALISIS HEMATOLOGICO Y BIOQUfMICO COMPARATIVO EN CERDOS
SOMETIDOS A OBSTRUCCION BILIAR EXPERIMENTAL

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar las alteraciones hematoldgicas y bioquimicas
causadas por la obstruccién biliar inducida en cerdos. Para ello, se utilizaron seis cerdos
Landrace, con 36 dias de edad. Fueron obtenidas muestras sanguineas antes y siete dias
después de la obstruccién inducida del conducto biliar, la misma que se logré con la
colocacién de un clip metdlico de titanio a través de laparoscopia. La ligadura se llevé a cabo
con éxito en todos los animales. El conducto biliar comun fue facilmente identificado en la
videolaparoscopia y no hubo dificultades para la realizacion del procedimiento. Signos
clinicos como la ictericia fueron evidentes durante los siete dias de la obstruccion. El andlisis
de sangre revelé una disminucién en el volumen corpuscular medio y cambios en la
morfologia de los glébulos rojos, mientras que las pruebas bioquimicas indicaron aumento de
los niveles séricos de colesterol, gammaglutamil transferasa, fosfatasa alcalina, bilirrubina
total y sus fracciones, y reduccion de la glucosa en la sangre. Se concluye que el cerdo es un
buen modelo experimental de obstruccién biliar, con -caracteristicas evidentes como
hiperbilirrubinuria y aumento de los niveles normales de enzimas hepatobiliares. La
gammaglutamil transferasa demostré ser un marcador de mayor sensibilidad y especificidad
en los cerdos, en comparacién con la fosfatasa alcalina.

Palabras-clave: contaje de células sanguineas, bioquimica, ictericia obstructiva, colestasis
extra-hepatica, laparoscopia

INTRODUCAO

Existem diversas condi¢des que, em humanos e animais, podem desencadear obstrucao
biliar intra e/ou extra-hepitica com consequente colestase, sendo a coledocolitiase, as
neoplasias e as estenoses as que apresentam maior incidéncia (1, 2).

Nos dltimos anos, houve um aumento na incidéncia de litiase assintomatica, fato devido
ao aprimoramento dos métodos diagndsticos realizados rotineiramente pelos pacientes e, ao
mesmo tempo, ocorreu a difusdo da colecistectomia por via laparoscépica (3-5).

O desenvolvimento e evolucdo da cirurgia laparoscopica como método de tratamento
cirirgico tem estimulado a realizacdo de técnicas operatérias cada vez mais complexas;
exigindo, além de amplo conhecimento anatdmico, experiéncia e um processo de aprendizado
que visam diminuir a incidéncia de complicacdes operatérias. Dessa forma, a execucdo de
trabalhos experimentais em animais permite aprimorar o conhecimento anatdmico e capacitar
o cirurgido para intervir nas afec¢des das vias biliares (6, 7).
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No sentido de procurar uma reconstru¢ao anatdomica e fisiolégica mais adequada para as
lesdes extensas de vias biliares, foi proposto um estudo para reconstru¢do da via biliar com a
interposi¢do de um “tubo” de segmento de jejuno, a semelhangca do que foi utilizado por
Monti e colaboradores (8, 9) para drenagem continente de neobexiga. Entretanto, torna-se
necessario um modelo experimental que possibilite padronizar um procedimento que crie um
estado de ictericia obstrutiva mediante ligadura da via biliar extra-hepatica, possibilitando o
reconhecimento prévio do sitio cirdrgico e indicando a utilizacio de técnicas especificas para,
num segundo momento, propor a reconstrucio desta mesma via.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo induzir um quadro de ictericia
obstrutiva em suinos, pela ligadura no ducto colédoco por meio de cirurgia
videolaparoscépica utilizando-se clipe metalico de titdnio, onde serdo descritas e comparadas
as alteracOes observadas nos animais e nos exames hematolégicos e bioquimicos antes e apds
o procedimento obstrutivo, confirmando, assim, o sucesso do procedimento.

MATERIAL E METODOS

Para a execugdo desse trabalho foram utilizados seis suinos (Sus scrofa domestica) da
raca Landrace, com 36 dias de idade, origindrios da mesma matriz. Tais animais foram
acompanhados frequentemente, desde o nascimento até a conclusdo do estudo.

Momentos antes do procedimento cirtirgico obstrutivo, sob jejum alimentar e hidrico de
seis horas, foram coletados 10 ml de sangue de cada animal. Parte desse sangue foi usada para
quantificar os seguintes parametros hematolégicos: contagem de eritrcitos, hematdcrito,
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e red cell distribution width (RDW),
leucograma (contagem geral e diferenciacdo entre bastonetes, neutréfilos, linfdcitos,
mondcitos e eosindfilos) e contagem de plaquetas; além da avaliacdo da morfologia das
hemacias presentes no esfregaco sanguineo. Outra parte foi direcionada a avaliagdo dos niveis
séricos de glicemia, colesterol total, colesterol HDL (High-Density Lipoprotein),
triglicerideos, proteina total (PT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (GGT), bilirrubina direta (BD),
bilirrubina indireta (BI) e bilirrubina total (BT).

Os procedimentos pré-operatérios foram comuns a todos os animais. Na recep¢do
cirirgica foram sedados com acepromazina (0,2 mg/Kg/IM) e, na sequéncia, submetidos a
tricotomia e antissepsia prévia da regido abdominal ventral. A indugdo anestésica foi baseada
na associac¢ao de tiletamina e zolazepam (5,0 mg/Kg/IV), sendo administrado também fentanil
(0,025 mg/Kg/IV) e sulfato de atropina (0,5 mg/Kg/IV); a manutencdo anestésica foi com
doses de um terco a metade da dose original do anestésico dissociativo. Durante o
procedimento cirdrgico os animais foram suplementados com oxigénio via mascara facial.

O procedimento cirdrgico videolaparoscépico® consistiu numa incisio mediana pré-
umbilical de 1,0 cm, pela qual foi inserida agulha de Verres e realizado pneumoperitoneo,
com pressdo intracavitdria de 11 mmHg. Em seguida, foram posicionados quatro trocéteres:
(1) dois de 5,0 mm, um localizado na regido caudal ao rebordo costal direito e outro ao nivel
da fossa iliaca direita, (2) e dois de 10,0 mm, um localizado 1,0 cm pré-umbilical e um caudal
ao rebordo costal esquerdo. Apds inspecdo da cavidade abdominal, foram identificadas,
isoladas e dissecadas as estruturas peri-hilares hepéticas e realizada a ligadura laparoscépica
do colédoco o mais distal possivel. Terminado o procedimento de ligadura, foi revisada a
cavidade abdominal, desfeito o pneumoperitdneo, seguido de laparorrafia com fio de algodao
2-0 e dermorrafia com mononylon 3-0.

® Videolaparoscépio Karl Storz, composto de monitor LCD 15 polegadas, fonte de luz xenon 175 W, insuflador
térmico de 30.1 e cAmera de trés chips.
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Decorridos sete dias colheu-se nova amostra de 10 ml de sangue para avaliacdo e
comparacdo e, em seguida, os animais foram encaminhados ao centro cirdrgico (foram
utilizados os mesmos protocolos ambulatoriais e anestésicos usados para o procedimento
obstrutivo) onde foi realizada laparotomia mediana pré-umbilical para inspec¢do da cavidade
abdominal e desobstrucao do fluxo biliar.

Nos periodos pds-operatdrios, tanto obstrutivo como desobstrutivo, o0s animais
permaneceram sob cuidados constantes, com acompanhamento da cicatrizagdo das feridas
cirirgicas e administragdo de anti-inflamatério (Dexametasona, dose de 0,025
mg/Kg/IM/dia), analgésico (Flunixina meglumina, dose de 2,2 mg/Kg/IM/dia) e
antibioticoterapia preventiva (Enrofloxacina, dose de 2,5 mg/Kg/IM/dia).

A andlise estatistica, para comparacao dos valores obtidos nos momentos pré e pos-
obstrucdo, foi realizada utilizando-se o programa Sigma Stat 2.03. A verificacdo da
distribuicao normal das varidveis foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, na qual as
varidveis continuas com distribuicdo normal foram analisadas pelo teste ¢ pareado para
amostras dependentes, sendo estas expressas em média e desvio padrao, admitindo-se como
nivel de significancia probabilidade menor de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A ligadura da via biliar principal foi realizada com sucesso em todos os animais desse
experimento, com féacil identificacdo do colédoco pela videolaparoscopia. Foram utilizados
somente os portais descritos na metodologia, o que ocorreu sem dificuldades.

Os sinais clinicos mais freqiientes, apds o procedimento de obstrucdo biliar, foram
hiperbilirrubinuria, ictericia, hipocolia fecal e hepatomegalia a palpacdo. O peso médio dos
animais no dia do procedimento obstrutivo era de 9,17 (£1,69) kg, ao término do experimento
o peso era de 9,42 (£2,19) kg.

No esfregago sanguineo foi verificado que as hemadcias, no momento pré-obstrucao, se
encontravam normociticas € normocromicas, enquanto no periodo de pds-obstrucio estas se
apresentaram com hipocromia, policromasia, microcitose e anisocitose. A andlise
hematoldgica revelou uma diminuicdo significativa nos niveis de VCM e no valor do
hematdcrito, enquanto que houve aumento no nimero de neutréfilos; nos demais parametros
ndo houve alteragdes significativas (Tabela 1). Os exames bioquimicos revelaram aumento
significativo dos niveis séricos de colesterol, GGT, FA, BD, Bl e BT e, redu¢do na glicemia;
os demais parametros ndo apresentaram alteragcdes significativas (Tabela 2).

DISCUSSAO

Utilizou-se o suino (Sus scrofa domestica) como modelo experimental por ser animal
com boa possibilidade de padronizacdo e, também, por se tratar de animal tratdvel,
controldvel, resistente e de facil manejo. O suino é considerado um modelo adequado para as
doencas ligadas ao estilo de vida humano, apresentando similaridades como tamanho,
estrutura de 6rgdos internos, padrdes alimentares, forma de metabolizar drogas (10-13). Dessa
forma, sugerimos a utilizagdo deste animal para diversos experimentos que necessitam de
padronizacao genética e similaridade anatdmica e fisioldgica.

Utilizou-se a videolaparoscopia por ser a técnica mais empregada e considerada padrao
ouro para o acesso e tratamento de afec¢Oes das vias biliares (7, 14, 15), principalmente
devido ao baixo indice de complicacdes e vantagens como menor dor pds-operatdria, menor
tempo de internacdo, melhores resultados estéticos (16), a despeito de ser invasiva (17, 18). A
nao ocorréncia de dificuldades é associada a maximizacdo das imagens proporcionada pelos
monitores de video, permitindo definir o lugar exato de acdo, proporcionando intervencoes
seguras em estruturas vitais (7, 17, 19). Nas condi¢des em que o experimento foi realizado,

Campos AG. et al. Andlise hematoldgica e bioquimica comparativa em suinos submetidos a obstrucio biliar
experimental. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 592-603.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 596

aconselhamos o uso, sempre que possivel, da técnica de videolaparascopia para diminuir o
trauma pds-operatorio, focando apenas no real objetivo do estudo.

Tabela 1. Hemograma completo comparativo de suinos avaliados nos periodos pré e pds-

Teste t
Parametros avaliados Pré-obstrucio Pés-obstrucio p

pareado
Eritrécitos (x10°) (5,0-8,0/ul)* 5,728 £0,280 5,178 £0,746 2,305 0,069
Hemoglobina (10-16 g/dl)* 10,067 £0,524 8,850 +1,086 2,486 0,055
Hematdcrito (%) (32-50%)* 33,983 £1,680 29,433 4,080 2,642 0,046%*
HCM (16-220 pg)* 17,583 +£0,845 17,167 0,565 1,697 0,150
VCM (50-68 pg)* 59,383 £2,289 56,850 £1,851 2,985  0,031%**
CHCM (30-34 g/dl)* 29,133 £1,325 30,133 0,869 -1,678 0,154
RDW-/SD 34,767 £2,884 33,867 £1,728 0,973 0,375
Leucécitos (x10%) (11-12/ul)* 15,033 +4,143 15,317 £6,567 -0,0808 0,939
Neutrdfilos (3.200-10.000/ul)*  6508,833 £2581,490 1089,333 £2314,601 3,629  0,015%**
Linfocitos (39-62%)* 51,833 £9,109 48,333 £21,796 0,394 0,709
Monécitos (2-10%)* 3,500 £1,643 5,000 £1,265 -1,419 0,215
Eosinofilos (1-11%)* 1,833 £1,722 1,333 £0,816 0,808 0,456
Plaquetas (x10°) (200-800/ul)* 584,833 +145,376 794,167 £236,526 -2,108 0,089

obstruc¢do biliar induzida. FAFRAM/FE. Ituverava, 2010.

*Valores de referéncia dos pardmetros avaliados. **p<0,05.

Tabela 2. Bioquimica sérica comparativa de suinos nos periodos pré e pds-obstrugdo biliar

induzida. FAFRAM/FE. Ituverava, 2010.

Teste t

Parametros avaliados Pré-obstrucio Pés-obstrucio p

pareado
Glicemia (85-150 mg/dl)* 126,833 +27,513 99,833 +8,931 2,824 0,037**
Colesterol (36-154 mg/dl)* 52,000 11,349 78,833 £15,980 2,486  0,001**
HDL 16,333 £3,204 14,500 +4,183 2,642 0,274
Triglicerideos 33,833 £11,125 62,667 +47,928 1,697 0,177
AST (8,2-21,6 UI/)* 59,500 £26,334 98,833 +43,879 -2,045 0,096
ALT (31-58 UI/D)* 63,000 £17,956 52,833 £13,949 1,441 0,209
PT (7,4-8,9 g/dl)* 4,717 £0,319 4,750 £0,383 -0,213 0,840
FA (118-395 UI/1)* 337,167 +45,252 323,500 +60,843 1,385 0,225
GGT (10-60 UI/1)* 38,167 £14,552 113,500 +47,970 -3,052  0,028**
BD (0-0,3mg/dl)* 0,0500 £0,0548 1,233 +£0,954 -3,108  0,027**
BI (0-0,3mg/dl)* 0,150 £0,0837 1,167 £0,997 -2,577  0,050%*
BT (0-0,6mg/dl)* 0,200 +0,126 2,400 £1,919 -2,882  0,035%*

*Valores de referéncia dos pardmetros avaliados. **p<0,05.

Ao analisar os valores hematolégicos, verificou-se diferenca na morfologia das
hemacias, diminuicdo do hematdcrito e do VCM, o que pode ser atribuido a hepatite , ou ao
comprometimento renal desses animais, causando alteragdes na eritropoetina, ji que a
disfun¢ao hepatica pode acarretar modificacdes na filtragdao (20, 21) e levar a disfungao renal
(22, 23). Existem evidéncias experimentais de que o figado exerce funcdo reguladora da
funcdo renal (24). Acredita-se que a bilirrubina em niveis elevados compromete além da
funcdo hepatica, a funcdo enddcrina renal, ja que este também estava acometido pela ictericia.
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Embora a ictericia obstrutiva seja um fator predisponente para infec¢do no periodo pds-
operatdrio, ndo houve diferenca significativa na contagem de leucdcitos. Sendo que, em
animais ictéricos, tais infec¢des podem ser secunddrias a repercussdes sist€micas causadas por
procedimentos cirdrgicos (25). No entanto, a quantidade de neutréfilos presentes pode ser
decorrente do processo inflamatério no tecido hepatico decorrente do procedimento cirtrgico,
além da resposta a necrose desse tecido. Processos inflamatorios desencadeiam, dentre outros
fenomenos, exsudacdo plasmatica e celular, sendo que nas infeccdes agudas, ocorrem
mobilizacdo rdpida de células em maturacido e seu langcamento na circulacio, ainda jovens,
ocasionando desvio a esquerda (26, 27). Assim, acredita-se que o intervalo de sete dias, ndo
foi suficiente para desencadear um aumento de leucdcitos, j4 que a ictericia retarda este
processo, tendendo este nimero a se elevar em um periodo maior.

Ao se avaliar os niveis de glicemia, esta apresentou menor indice no momento pds-
obstru¢do, podendo isso ser decorrente da obstru¢do biliar, j& que alguns autores
demonstraram alteracdes no metabolismo intermedidrio hepatico em casos de ictericia
obstrutiva extra-hepatica (28). O figado tem participagdo importante no metabolismo de
glicose, sendo os hepatdcitos responsdveis pela normalidade do nivel ideal sanguineo, sendo
que, em animais com insuficiéncia hepdtica, a glicemia pode estar baixa ou alta (29, 30).
Fisiologicamente, quando os niveis de glicose estdo baixos, ocorre glicogendlise (31),
contudo, devido a menor atividade dos hepatdcitos, decorrente da colestase instalada, tal
processo pode estar comprometido.

Mesmo nao apresentando diferencga significativa, houve aumento dos niveis de AST no
periodo poés-obstrucdo, indicando maior agressdo hepdtica decorrente da associagdo dos
efeitos das substancias quimicas e da colestase. Segundo Gonzdlez e Silva (32), os aumentos
de AST podem ser observados em hepatite infecciosa e tdxica, cirrose, obstrucdo biliar e
figado gorduroso e tem valor diagndstico de lesdo hepdtica e muscular, pois encontra-se em
nivel citoplasmatico e mitocondrial. Lesdes celulares a nivel mitocondrial com
extravasamento de suas enzimas para o meio extracelular sio marcadores de gravidade,
correspondendo a morte celular. Na avaliacdo histopatoldgica, estes animais apresentaram
discreta esteatose e cirrose inicial, o que pode estar relacionado ao aumento do nivel de AST.

Os indices de ALT, mesmo estando em menor nivel apds a obstrucao do colédoco, ndao
apresentaram diferencga significativa, o que corrobora com autores que demonstraram que em
suinos, equinos, bovinos, ovinos e caprinos, a ALT tem pouco valor diagndstico, uma vez que
esta enzima é encontrada em pequenas concentragdes no figado destas espécies (32, 33).
Desta forma, sugere-se que a ALT ndo seja considerada como fator diagndstico de lesdao
hepatocelular em suinos.

A FA e a GGT sao as enzimas cujo aumento sérico € utilizado para detectar lesdo ductal
e colestase (30, 34). Crema, Trentini e Llanos (35), ao realizarem ligadura biliar em caes,
encontraram niveis séricos médios de FA elevados no decorrer de uma semana. Dias (36), em
experimento com 20 dias de obstru¢do biliar induzida em ratos, descreve que a FA dos
animais aumentou gradativamente com o passar dos dias. Em humanos, a FA € um dos
marcadores séricos mais sensiveis em casos de obstrucdes biliares, podendo estar aumentada
precocemente em pacientes com obstrugdes biliares parciais (37) e ser a tinica anormalidade
nas provas de funcdo hepatica rotineira (38). Contudo, Willard, Tvedten e Turnwald (39),
relatam que nem toda hepatopatia causa um aumento significativo da FA e que, nos casos de
necrose hepatocelular em pequenos animais, a sua elevacdo pode ser transitéria, o que pode
ter ocorrido com os animais estudados ou, ainda, o tempo do estudo nio ter sido suficiente
para averiguar sua elevacao.

Com relacdo a avaliacdo dos niveis de GGT, este mostrou diferenga significativa,
estando elevada no periodo pds-obstrutivo. Essa enzima, com exce¢ao das células musculares,
encontra-se presente nas demais células do organismo. Contudo, sua maior atividade estd nas
células do trato biliar e tibulos renais, mas somente aquela de origem hepatica € normalmente
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encontrada no plasma, pois a de origem renal € excretada na urina (33). Assim sendo, torna-se
um marcador muito sensivel de doenca hepatica, apresentando-se alterada em 90% dos casos
(34). O aumento da GGT pode ocorrer quando ha lesdo hepatica aguda, provocando aumento
sérico imediato na maioria das espécies animais (40), possivelmente em decorréncia da
liberacdo de fragmentos de membrana celular devido a ac@o detergente dos 4cidos biliares que
nao foram excretados normalmente pelos ductos biliares no intestino. No caso de colestase,
nota-se aumento de producdo, liberacao e consequente elevagao sérica (30). A dilatacdo dos
ductos biliares intra-hepéticos devido a obstrucdo biliar aumenta os niveis da pressdo portal
depois dos sinusdides, isso favorece a diminuicdo do fluxo sanguineo portal, causando
estresse oxidativo e favorecendo a lesdo de hepatdcitos (36, 41). Fato esse que pode explicar a
diferenca significativa entre o momento pré e pds-obstrucio de GGT dos animais deste
experimento, estando este acima dos niveis considerados normais para a espécie durante o
periodo pds-obstrutivo, podendo ser considerado como fator de diagndstico em suinos.

Em felinos, o perfil sérico da GGT pode ser utilizado no lugar da FA com maior
sensibilidade e especificidade (33, 40). Contudo, em ratos, Silva Jinior et al. (42) refere que o
nivel sérico de GGT é pouco sensivel como indicador da colestase extra-hepdtica e que a
enzima ideal para isso € a FA. Em suinos, a elevagao sérica da GGT foi encontrada em casos
de intoxicacdo por aflatoxicose (43) ou por fumonisinas (44, 45), que sdo micotoxinas
hepatotdxicas. Assim, mediante os valores de FA e GGT encontrados, acredita-se que a GGT
também possa ser de maior valor diagndstico/progndstico que a FA em suinos.

Alteragdes hepatocelulares ou obstrugdes biliares podem incidir no metabolismo da
bilirrubina e provocar hiperbilirrubinemias, por conta da fragdo conjugada (direta) ou ndo
conjugada (indireta), dependendo da fase metabdlica comprometida (30, 34). Assim, niveis
elevados de BD geralmente indicam obstrug¢do biliar (46, 47). Dias (36), trabalhando com
ratos, descreve que a BD aumentou em todos os animais apds 20 dias de obstrucdo biliar
induzida. Nos animais do presente trabalho os niveis séricos da bilirrubina total (BT) e suas
fracdes apresentaram diferenca significativa, estando todas elevadas no periodo poés-
operatorio (30, 48). Assim, apods sete dias de obstrugdo, os animais desenvolveram a ictericia,
com valores elevados e em tempo menor do que referido por outros autores estudando outras
espécies animais (41, 49), diminuindo assim o tempo de estudo, apresentando resultados em
um tempo menor.

A inducido experimental da colestase extra-hepética € um processo que nem sempre tem
sucesso (36, 41). Porém, apds sete dias de obstru¢ao os animais desenvolveram sinais clinicos
compativeis com os que foram encontrados em outros casos envolvendo colestase em
humanos (16, 50, 51), cdes (35, 52) e ratos (41, 53), pois o desenvolvimento da ictericia
justifica as alteracdes de coloracdo de pele e mucosas observadas, pois a bilirrubina em
concentracdes elevadas deposita-se nos tecidos (52, 54). A coloragdo caracteristica da urina
também € associada ao aumento na concentracao de bilirrubina na circulagdo sanguinea, que €
excretada ao passar pelos glomérulos renais, sendo essa altera¢do indicativa de colestase (30,
55), o que também foi corroborado com os achados deste trabalho.

A elevacgao das dosagens séricas de BD, Bl e BT, assim como da GGT, sdo comumente
encontradas quando hd ocorréncia de colestase, cujo aumento € induzido pela estase biliar (30,
35), e possuem relevante valor diagndstico nos doentes com estase biliar com ou sem ictericia
(56), inclusive em suinos (57). Contudo, Cunha et al. (56), salientam que a coledocolitiase
pode existir em pacientes humanos com niveis persistentemente normais de FA, GGT e de
bilirrubinas, principalmente nos casos de grande dilatacdo coledociana e da vesicula biliar.
Gongalves et al. (58) relataram o caso de um cdo com quadro clinico complexo em que os
exames bioquimicos séricos, incluindo BT, BD, BI e FA, associado a exames
ultrassonogréaficos, foram fundamentais para o diagndstico final de colelitiase. Por isso, em
casos questiondveis, que necessitem de informacdes mais acuradas ou para diagndstico
diferencial, os exames laboratoriais devem ser correlacionados com as condicdes clinicas
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apresentadas pelo paciente e com exames de imagem (46, 56, 59), podendo, ainda, em alguns
casos, ser solicitada bidpsia para avaliacdo histopatolégica (60).

CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que o experimento foi conduzido, conclui-se que o estudo
laboratorial demonstrou que o procedimento de ligadura da via biliar foi efetivo, produzindo
um modelo animal que apresentou os sinais clinicos caracteristicos de ictericia em sete dias. A
colestase induzida provocou aumento nos niveis plasmaticos de glicemia, colesterol total,
bilirrubina total e suas fracdes e de gama-glutamiltransferase. Particularmente, a gama-
glutamiltransferase demonstrou ser um marcador de maior sensibilidade e especificidade que
a fosfatase alcalina em suinos.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Dr.
Francisco Maeda sob o protocolo n° 19/2008, estando de acordo com os principios éticos de
experimentacio animal adotados pelo comiteé.
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RESUMO

Foram utilizados seis caprinos adultos da raca Moxotd, objetivando-se estudar os aspectos
morfolégicos e histopatoldgicos do processo cicatricial de feridas cutaneas por segunda
intencdo. Foram compostos dois grupos experimentais, um constituido pelas feridas cutaneas
tratadas com solucdo de NaCl a 0,9% (grupo controle) e o outro formado pelas feridas
tratadas com a pomada de Ximenia americana (grupo tratamento). As lesdes foram tratadas
diariamente, observando-se a evolu¢do de cada ferida quanto a retracao centripeta (7°, 14°, 21°
e 28° dias de pos-operatorio - DPO) e aspecto macroscopico (1°, 2°, 4°, 6°, 7°, 14°, 21° e 28°
DPO). Para avaliacdo histolégica do processo cicatricial, foram realizadas biopsias aos 7°,
14°, 21° e 28° DPO. Cada fragmento foi avaliado quanto a intensidade da reacdo inflamatdria,
a presenca de tecido de granulacdo caracterizado pela fibroblasia e neovascularizagdo, ao
aspecto das fibras coldgenas e ao grau de reepitelizacdo. Finalizado o experimento, a andlise
estatistica revelou poucas variagdes significativas no estudo comparativo entre os tratamentos.
Concluiu-se que a X. americana quando usada como forma de pomada utilizando gordura
vegetal como veiculo, ndo estimula o processo cicatricial.

Palavras-chave: cicatrizacdo, pele, fitoterapico

EVALUATION OF THE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF Ximenia americana
IN THE CICATRICIAL PROCESS OF EXPERIMENTAL CUTANEOUS
WOUNDS IN GOATS

ABSTRACT

Six Moxot6 adults goats were used to study the morphological and histopathological aspects
of the cicatricial process of cutaneous wounds for second intention. Were divided into two
experimental groups, one consisting of the wounds treated with NaCl 0.9% (control group)
and another including the wounds treated with the ointment of Ximenia americana (treatment
group).The lesions were treated daily, observing the evolution of each wound how much to
the centripetal retraction (7", 14™, 21" and 28" postoperative day - POD) and macrocospic
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aspect (1%, 2", 4™ 6™ 7% 14" 21™ and 28" POD). For histological evaluation of cictricial
process, biopsies were performed at 7%, 14", 21™ and 28" POD. Each fragment was evaluated
for intensity of inflammation, the presence of granulation tissue characterized by fibroblasia
and neovascularization, the aspect of collagen fibers and degree of reepithelialization.
Finished the experiment, statistical analysis did not disclose significant variations in the
comparative study between the treatments. It was concluded that the X. americana as
ointment using vegetal fat as vehicle, does not stimulates the cicatricial process.

Keywords: healing, skin, phytoteraphy

EVALUACION DEL EXTRACTO HIDROAL’COH(’)LICO de Ximenig americana EN
EL PROCESO DE CICATRIZACION DE HERIDAS CUTANEAS
EXPERIMENTALES EN CAPRINOS

RESUMEN

Se utilizaron seis caprinos adultos de la raza Moxotd, con el objetivo de estudiar la
morfologia y la histopatologia del proceso de cicatrizacion por segunda intencién de heridas
en la piel. Los animales fueron divididos en dos grupos experimentales, uno compuesto por
individuos tratados con una solucién de NaCl al 0,9% (grupo control) y el otro formado por
individuos tratados con pomada de Ximena americana (grupo en tratamiento). Las lesiones
fueron tratadas diariamente y se observo la evolucion de cada herida por medio de retraccion
centripeta (7, 14, 21 y 28 dias después de la cirugia - DPO) y evaluacién macroscépica (1, 2,
4,6,7, 14,21 y DPO 28). Para la evaluacion histoldgica, se realizaron biopsias a los 7, 14, 21
y 28 DPO. En cada fragmento se evalud la intensidad de la inflamacién y la presencia de
tejido de granulacion caracterizado por fibroblasia y neovascularizacion, aspecto de las fibras
de coldgeno y grado de reepitelizacién. Después de la finalizacion del experimento, el anélisis
estadistico revel6 algunas variaciones significativas en el estudio comparativo entre los
tratamientos. Se concluy6 que la X. americana en ungiiento con aceite vegetal como vehiculo,
no estimula el proceso de cicatrizacion.

Palabras clave: cicatrizacion, piel, fitoterapéutico
INTRODUCAO

A pele dos caprinos € um dos principais produtos desta espécie, juntamente com a carne
e o leite. As lesdes cutaneas, sobretudo as de origem perfuro-cortante, constituem-se afecc¢oes
comuns, que acarretam processos inflamatdérios que podem tornar-se cronicos e resultar em
cicatrizes que diminuem a qualidade da pele, além de aumentar os custos para o criador (1).
Sendo assim, a viabilizagdo de tratamentos alternativos por meio de fitoterdpicos tem
conduzido as industrias farmacéuticas a incessantes pesquisas na descoberta de drogas mais
potentes, com o menor numero possivel de efeitos colaterais, menor quantidade de residuos e
otimizando o processo de cicatrizagao (2).

A Ximenia americana, popularmente conhecida como ameixa silvestre, € uma espécie
da familia Olacacea, cosmopolita tropical, com ocorréncia silvestre no Nordeste do Brasil (3).
A sua casca, avermelhada e lisa, vem sendo usada para vérios fins, tais como tratamento da
lepra, maldria, cefaléia, infec¢des da pele, hemorrdidas e inflamagdes das mucosas, além de
ser empregada como cicatrizante. A a¢do cicatrizante relatada na literatura pode ser justificada
pela presenca de algumas substancias, como os taninos (4), que sdo substancias corantes
(avermelhadas) e adstringentes que atuam eliminando a 4gua intracelular e formando um
revestimento protetor pela precipitacdo das proteinas no leito lesionado, pela formacgao
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complexa de tanino-proteina, criando uma camada protetora no leito da ferida, evitando assim
a multiplicacdo bacteriana (5), favorecendo a reparacdo tecidual pela reestruturagdo do
epitélio, estimulando a angiogénese, diminuindo a permeabilidade e exsudacdo da ferida e
ainda estimulando os miofibroblastos, fundamentais na cicatrizacao (6).

Apesar do grande e antigo emprego popular, a literatura médica nao relata estudos sobre
a eficacia do uso tépico da ameixa silvestre em feridas cutaneas em caprinos, 0 que motivou a
realizagdo desta pesquisa. Dessa forma, sendo os caprinos uma espécie onde as lesdes
cutaneas sao muito comuns, tornou-se instigante o estudo dos efeitos terapéuticos dessa planta
na aceleracdo do processo cicatricial, visando sua utilizacdo como mais uma alternativa para o
tratamento de feridas.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados seis caprinos da raca Moxotd, trés machos e trés fémeas, adultos,
higidos, pesando 18,5+2,8 kg (médiatdesvio padrdo). Os animais foram mantidos em um
curral coletivo, sendo alimentados com feno de capim tifton (Cynodon dactylon) e dgua ad
libitum, além de concentrado a base de farelo de milho (100 g/animal/dia).

Extrato hidroalcodlico de Ximenia americana

A casca da planta foi triturada manualmente, pesada e homogeneizada. A tintura foi
obtida usando 500 mL de 4lcool de cereais, 500 mL de 4gua destilada e 200 gramas da casca
fresca e triturada da ameixa silvestre. Apds repouso da maceragao por sete dias, em recipiente
de vidro tampado e envolto com papel laminado, a solugdo foi filtrada em funil com gazes e
mantida em garrafa de cor escura até o momento do uso.

A pomada foi produzida a partir da adi¢do de 100 ml de tintura de ameixa a 500g de
gordura vegetal, estando esta em temperatura ambiente. Em seguida o composto foi
homogeneizado até atingir coloracdo avermelhada e consisténcia pastosa, caracteristica de
pomada, quando entdo foi armazenada em compartimento de vidro estéril.

Protocolo experimental

Foram produzidas duas feridas, medindo 2 x 2 cm, uma no hemitérax esquerdo e outra
no direito, localizadas no terco médio da regido tordcica na altura do 8° ao 9° espacos
intercostais, a cerca de 10 centimetros da linha dorsal. Foram compostos dois grupos
experimentais, sendo um constituido pelas feridas cutaneas tratadas com solu¢do de NaCl a
0,9% (grupo controle - GC) e o outro formado pelas feridas tratadas com a pomada de X.
americana (grupo tratamento - GT).

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sob protocolo de nimero 129/
2009.

Técnica operatdria

Ap6s jejum alimentar por 12 horas os animais foram sedados com xilazina®, na dose de
0,2 mg/kg, pela via intramuscular (IM).

Realizou-se tricotomia de cerca de 20 x 15 centimetros, em orientacdo dorso-ventral, no
terco médio de cada hemitérax, iniciando-se a cerca de cinco centimetros ventralmente as

8 Xilazin 2% - Syntec do Brasil Ltda.
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apdfises dorsais das vértebras tordcicas. Em seguida foi realizada a anestesia local infiltrativa
subcutdnea no local da realizacio da ferida, com lidocaina 1% (lidocaina 2% com
vasoconstrictor’ diluida com igual volume de solugdo fisioldgica 0,9%), na dose de 0,5
mlL/kg, em cada hemitérax.

Os animais foram posicionados em decubito lateral e a antissepsia do campo operatério
foi realizada com iodopovidona 10%10; realizou-se entdo a demarcacdo das dimensdes da
ferida empregando-se um paquimetro (Figura 1a). Em seguida realizou-se a exérese da pele,
pela incisdo (Figura 1b) e dissec¢do do tecido subcutineo, retirando-se o fragmento cutaneo
(Figura 1c) e expondo-se a fascia muscular (Figura 1d). A hemostasia foi realizada, quando
necessdrio, pelo tamponamento compressivo sobre os vasos capilares utilizando gazes
esterilizadas. Em seguida, 0 mesmo procedimento foi realizado no hemitérax contralateral.

Os animais foram tratados com flunixin meglumine'', na dose de 1 mg/kg, via IM,
imediatamente, 24 e 48 horas ap0ds a cirurgia.

_— e - e g e - |
Figura 1. (a) Demarcacdo do tamanho da ferida; (b) incisdo para retirada do flap cutaneo; (c)
retirada do flap cutaneo; (d) ferida cutanea com 4 cm? de drea.

Tratamento das feridas

A escolha do hemitorax para aplicacdo dos tratamentos foi realizada ao acaso no
primeiro animal operado e de forma alternada nos demais, de modo que os grupos tratamento
e controle foram equitativamente distribuidos entre ambas as antimerias (direita e esquerda).

Com o intuito de obterem-se feridas contaminadas, nenhum tratamento tépico foi
realizado nas primeiras 24 horas pds-operatdrias. Apds este periodo as feridas foram tratadas
a cada 24 horas, até a completa cicatrizacdo. Do segundo ao sétimo dia pds-operatdrio as
feridas foram protegidas com gazes contendo os produtos destinados aos tratamentos das
mesmas. Ataduras de crepom foram usadas para protecdo adicional e fixacdo das gazes nas
feridas. A partir do oitavo dia pds-operatdrio as feridas de ambos os grupos permaneceram
sem curativos oclusivos.

% Anestésico Bravet 2% — Laboratério Bravet Ltda.
"% Jodopovidona 10% - Icarai do Brasil Industria e Comércio Ltda.
! Desflan 5% - Ouro Fino Satdde Animal Ltda.

Marinho PVT. et al. Avalia¢do do extrato hidroalcodlico de Ximenia americana no proceso cicatricial de
feridas cutaneas experimentais em caprinos. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 604-614



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 608

Parametros avaliados:
Morfometria

A medida das dreas das feridas foi realizada por meio de paquimetria, conforme método
preconizado por Prata et al. (7). A partir da mensuracdo do maior comprimento e da maior
largura com o paquimetro, a drea atual da ferida foi estabelecida a partir da formula: Af = C
(comprimento) x L (largura).

Ap6s a determinacdo da drea foi calculado o percentual de contracdo (%C) das feridas,
pela férmula descrita por Coelho, Rezende e Tendrio (8): %C, = (Aj — A¢/ Aj ) x 100, onde A;
€ a area no periodo inicial (primeiro dia pds-operatério) e As € a drea mensurada no dia pos-
operatorio correspondente.

Todas as mensuracdes de morfometria foram realizadas no 7° (D7), 14° (D14), 21°
(D21) e 28° (D28) dias p6s-operatorios.

Avaliacao macroscopica

A avaliacdo macroscopica constituiu-se da inspe¢do das feridas, observando-se a
presenca ou auséncia de edema, secrecao, hiperemia, sangramento, dor, tecido de granulagcao
e tecido cicatricial. Estes parametros foram avaliados no primeiro (D1), segundo (D2), quarto
(D4), sexto (D6), sétimo (D7), décimo quarto (D14), vigésimo primeiro (D21) e vigésimo
oitavo (D28) dia pds-operatério, segundo a escala: (0) ausente, (1) minimo, (2) moderado e
(3) intenso.

Avaliacao microscopica

Para avaliacao histoldgica do processo cicatricial, foram realizadas biopsias de ambas as
feridas experimentais (grupos controle e tratamento), abrangendo o leito e a borda da ferida,
no sétimo (D7), 14° (D14), 21° (D21) dias pds-operatdrios, alternando o local da pung¢do entre
os limites dorsal e ventral e o centro da ferida, respectivamente.

Previamente a realiza¢do da bidpsia foi realizado bloqueio anestésico local, da mesma
forma que o realizado para a cirurgia. Realizou-se tricotomia ao redor da ferida cirtirgica e
antissepsia com lodopovidona 10% e logo apds procedeu-se a coleta do material, utilizando
um punch de seis milimetros de diametro. Os fragmentos de pele foram conservados em
formol a 10%, fixados, clivados, diafanizados, embebidos em parafina e cortados em
micrétomo, na espessura de quatro ou cinco micras. A seguir, as laminas montadas foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina e analisadas em microscépico 6ptico. Cada
fragmento foi avaliado quanto a intensidade da reacdo inflamatéria, a presenca de tecido de
granulacdo caracterizado pela fibroplasia e neovascularizagdo, ao aspecto das fibras coldgenas
e ao grau de reepitelizacdo. Estes parametros foram avaliados de acordo com Santos et al. (9),
segundo a escala: (0) ausente, (1) minimo, (2) moderado, (3) intenso.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada em microcomputador, empregando o programa
Graphpad Instat. Para anélise dos dados de morfometria empregou-se o teste ¢ de Student para
amostras independentes, com correcdo de Welch. Os dados das avaliacdes macro e
microscOpica foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. Para todos os testes considerou-se
P<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Morfometria

Apesar de haver-se empregado o paquimetro para demarcagdo das feridas com 4 cm? de
area, a drea média das feridas criadas, ao primeiro dia de pds-operatério foi de 4,56 cm® O
aumento inicial da drea da ferida ocorreu devido a retracdo centrifuga da pele circundante, tal
como afirmam Coelho, Rezende e Tendrio (8) e Falcao et al. (10), que logo apds a retirada de
um fragmento cutaneo ocorre um aumento da drea lesionada devido a retragdo das margens da
ferida, conseqiiente a acao centrifuga das fibras elasticas da pele.

A Figura 2 ilustra a regressao do tamanho das feridas dos grupos controle e tratamento,
ao longo dos periodos de avaliacao.

No D7 foi verificada uma reducdo média de 34,6% da éarea da ferida inicial no GC,
enquanto no GT esta reducdo foi significativamente menor, de 11,6%. A area média do GC
foi de 2,98 cm? e do GT foi de 4,03 cmz, diferenca esta estatisticamente significativa (Tabela
1). Isto pode ser explicado com base na fase pré-exponencial da contratilidade do tecido de
granulacdo, onde as feridas aumentam de tamanho (cerca de 15%) imediatamente apds a
excisdo, devido a tensdo externa gerada pelo tecido intacto e na seqiiéncia, a contratilidade do
tecido de granulagdo aumenta lentamente, pois hd um aumento da expressdo de actina e de
fibronectina (11). No GT, esta fase possivelmente foi afetada pelo veiculo utilizado para o
preparo da pomada, que atuou de forma antagdnica na expressao da actina e fibronectina.

%)

Area (cm

,

DPO

Figura 2. Variagio média da drea (cm®) de feridas cutineas de caprinos submetidas a
tratamento com soluc¢do de NaCl 0,9% (grupo controle — GC) e pomada de ameixa silvestre
(X. americana) (grupo tratamento — GT), segundo os dias de pds-operatério (DPO).

No D14 ndo foi constatada diferenca significativa entre os grupos quanto as dreas das
feridas, que foram de 1,06 cm® no GT e 0,82 cm?® no GC, com percentuais de contragdao de
76,7% no GT e de 82,0% no GC. A epitelizacdo ocorreu de forma normotréfica, tendo
ocorrido reducdo acentuada da drea da les@do em todas as feridas em relagdo ao D7,
demonstrando que 0 mecanismo de contragdo encontra-se mais intenso neste periodo (Tabela
1). Na presente avaliacdo, este periodo pode ser classificado como o periodo exponencial da
contratilidade da ferida, tendo sido observada grande quantidade de fibroplasia e de tecido de
granulacao, reconhecidos como facilitadores da contragao (11).
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Tabela 1. Areas médias e percentuais médios (+desvio padrio) de contracio em relacio ao
tamanho original de feridas cutaneas de caprinos submetidas a tratamento com solugdo de
NaCl 0,9% (grupo controle — GC) ou com pomada de ameixa silvestre (X. americana) (grupo
tratamento — GT), segundo os dias de pds-operatorio (DPO).

Grupo Dias Pés-Operatério (DPO)
1 7 14 21 28
Area média (cm®)  4,56+0,08°  2,98+0,59°  0,82+0,17° 0,42+0,12°  0,30+0,08°
GC % Contracio 0,0+0,0 34,6+3,10°  82,0+3,82°  90,8+2,72°  93,4+1,96°
Area média (cm®)  4,56+0,17°  4,03+0,78*"  1,06+0,34°  0,59+0,26°  0,45+0,25°
GT % Contracio 0,0+0,0 11,6£17,13%*  76,7+7,5>  87,1£5,90°  90,1+5,67°

E3
significativamente diferente do grupo controle, neste momento experimental.
&b dgobrescritos diferentes denotam diferencas significativas entre momentos, num mesmo grupo.

Nos D21 e D28 as dreas das feridas de ambos os grupos se equivaleram e foram
significativamente menores que as dos demais momentos experimentais, com um percentual
de contracgdo entre 87,1 e 93,4% (Tabela 1). Em ambos os grupos as médias de contracio das
feridas nos momentos D21 e D28 se equivaleram estatisticamente e foram maiores que o0s
demais momentos, embora a amplitude de contragdo com relacdo ao D14 tenha sido menor
que a detectada entre este e o D7. Este achado mais uma vez comprova a citagao de Mott,
Clark e Stelljes (11), de que a fase em que ocorre maior reducdo da ferida cirdrgica € até a
segunda semana apds a lesdo, sendo esta caracterizada pela contragdo logaritmica com
reducdo acentuada da drea da ferida, correspondente ao nivel mdximo de expressdo de actina
de musculo liso.

Avalia¢ao macroscopica

Nao houve alteragdes significativas entre os grupos quanto as varidveis edema,
secrecdo, sangramento, dor, tecido cicatricial e tecido de granulagdo. Quanto a hiperemia, no
momento D4 valores significativamente maiores foram observados no grupo tratamento
(Tabela 2).

Edema, secrecdo, sangramento e dor foram observados apenas até o D4, em ambos os
grupos (Tabela 2). Estes achados ja eram esperados, pois sdo comuns na fase inflamatéria da
cicatrizagdo, periodo inicial do processo, que dura em média de trés a cinco dias (12) e
caracteriza-se por vasoconstricdo e hemostasia transitdrias, seguidas por vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, com extravasamento de fluido para a area lesionada e
tecido subcutaneo adjacente a ferida, ocasionando os sinais de calor, rubor, edema e dor (13).

A hiperemia foi observada até o D4 no GT, sendo considerada moderada. No GC foi
considerada moderada no D1 e minima no D2 (Tabela 2). A tendéncia de maior hiperemia no
GT, alcangando significancia estatistica no D4, pode ser explicada pela alta concentraciao de
tanino presente na ameixa silvestre (4), o qual atua estimulando a angiogénese, dando aspecto
hiperémico ao leito da ferida no inicio da cicatrizagdo. Esses achados corroboram os
resultados descritos por Modolin (14), que cita que nas cicatrizes cutaneas, a coloracao passa,
gradualmente, do rosado ao esbranquicado devido a reducao da vascularizacao no tecido.

O tecido cicatricial foi observado em quantidade minima a partir do D6, no GT, e do
D7, no GC, passando a ser considerado moderado a partir do D14 em ambos os grupos
(Tabela 2). O tecido de granulacao foi observado a partir do D6 no GT, e do D14 no GC. Em
ambos os grupos este tecido evoluiu de forma crescente, sendo as médias de D14, D21 e D28
significativamente maiores que as demais, porém iguais entre si (Tabela 2). Este tecido €
essencial para a cicatrizacdo, pois carreia fatores de crescimento, como interleucinas e outros
elementos que ajudam na reparacdo das feridas, além de conferir uma barreira protetora
contra micro-organismos. Estes eventos aconteceram mais rapidamente no GT quando
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comparado com o GC devido, provavelmente, a acdo da ameixa silvestre que € rica em tanino,
o qual age como adstringente e tem capacidade de coagular albuminas, criando uma camada
protetora no leito da ferida, estimulando a granulagdo (5).

Tabela 2. Valores médios e desvios padrao da avaliagdo macroscépica de feridas cutaneas de
caprinos submetidas a tratamento com solucdo de NaCl 0,9% (grupo controle - GC) ou com
pomada de ameixa silvestre (X. americana) (grupo tratamento - GT) , segundo a escala: (0)
ausente, (1) minimo, (2) moderado e (3) intenso.

Varidvel Grupo Tempo pds-operatério (dia)

1 2 4 6 7 14 21 28

Edema GC 1,7£0,8* 0,840,8" 0,3+0,8° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
GT 1,7+0,8" 0,8+0,8* 0,3+0,5° 0,0£0,0° 0,0£0,0° 0,0£0,0° 0,0£0,0° 0,0+0,0°

Secrecio  GC  1,0£0,6* 0,7+#0,8* 0,740,5* 0,0+0,0*° 0,0£0,0° 0,0+0,0*° 0,0£0,0° 0,0+0,0"
GT 0,6£0,5° 0,7+1,0° 0,320,8* 0,020,0° 0,020,0° 0,0£0,0® 0,0£0,0*° 0,0£0,0°

Hiperemia GC 1,8+0,4* 0,8+0,8" 0,3+0,5°  0,0£0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
GT 23+0,8" 1,3+0,5° 1,812 0,020,0° 0,020,0° 0,0£0,0°¢ 0,0£0,0¢ 0,0£0,0¢
Sangramento  GC  0,6£0,8" 0,0£0,0° 0,7+0,8% 0,020,0° 0,0£0,0*° 0,0£0,0* 0,0+0,0® 0,0+0,0°
GT 0,3+0,5° 0,0£0,0° 0,2+0,4% 0,0£0,0° 0,020,0° 0,0£0,0® 0,0£0,0*® 0,0£0,0*

Dor GC 0,8+1,3" 0,320,8* 0,2+£04% 0,020,0° 0,0£0,0®° 0,0£0,0* 0,0£0,0*° 0,020,0°
GT 1,1£1,3" 0,0£0,0° 0,320,8* 0,0£0,0° 0,020,0° 0,0£0,0®° 0,0£0,0*° 0,0£0,0°

Tecido GC 0,0£0,0* 0,0£0,0° 0,0+0,0*® 0,0£0,0° 0,8+0,8* 1,7+0,8° 2,0+0,0° 1,8+0,4°
cicatricial GT 0,0+0,0° 0,0£0,0° 0,0£0,0° 0,5+0,5* 1,0£0,6™ 2,0+0,6° 1,5+0,5 1,8+0,4°¢
Tecidode GC 0,0£0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0*® 0,0+0,0° 0,0+0,0° 1,4+0,8° 1,1204" 1,3+0,5"
_granulagido  GT _0.0+0,0° 0.0+00' 0.0£0.0* 030,5" 030.5° 2,0+0,6° 1,840.4° 1.8+04°

Significativamente diferente do grupo controle, neste momento experimental.
*bcSobrescritos diferentes, denotam diferencas significativas entre momentos, num mesmo grupo.

No D28 as feridas de ambos os grupos apresentaram completa cicatrizacdo com
epitelizacdo, formando uma cicatriz que apresentava as caracteristicas de textura e
elasticidade da pele préxima a ferida, correspondendo a fase de maturacdo da cicatrizagao,
conforme relata Koopmann (15).

Avaliacao microscépica

Nao foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos em nenhuma das
varidveis estudadas na andlise histoldgica (Tabela 3).

Neste estudo, o tecido de granulagdo foi caracterizado pela proliferacdo fibroblastica e
pela presenca de capilares neoformados. A fibroplasia foi observada nos dois grupos ja no D7,
0 que estd de acordo com a descri¢do de Singer e Clark (16), de que por volta do 4° dia de
evolucdo da ferida inicia-se a proliferacdo de fibroblastos e o brotamento de novos capilares
que constituem o tecido de granulacdo. A fibroplasia permaneceu intensa no D14 e no D21, o
que discorda parcialmente do relatado por Stadelmann, Digenis e Tobin (17), que afirmam
que a maior proliferacdo de fibroblastos é no 7° dia pds-operatoério, os quais surgem na ferida
entre 0 segundo e terceiro dia de cicatrizacdo, com predomindncia na primeira semana do
processo. Possivelmente esta manutencdo de intensa fibroplasia, mesmo 14 e 21 dias apds a
indugdo da ferida, deva-se a necessidade de maior formacdo de tecido de granulagdo que
ainda ndo tinha atingido a homeostase, pois segundo Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum
(18), a fibroplasia é extremamente importante na formacdo do tecido de granulacgao.
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Tabela 3. Valores médios e desvios padrao da avaliacdo histolégica de feridas cutdneas de
caprinos submetidas a tratamento com solucao de NaCl 0,9% (grupo controle — GC) ou com
pomada de ameixa silvestre (X. americana) (grupo tratamento — GT), segundo os dias de p6s-
operatério (DPO), de acordo com a escala: (0) ausente, (1) minimo, (2) moderado e (3)
1ntenso.

Achados histologicos

DPO Gr}l po Reacio Tecido d~e Tecido d~e Fibras Grau de
Experimental Inflamatéria Granulagdo Granulagdo Colagenas Reepitelizacao
(Fibroplasia) (Neovascularizagdo)
GC 2,8+0,4 3,0+£0,0 1,2+0,4 0,7£0,5 0,0+£0,0
7 GT 2,7+0,5 2,84+0,4 1,3+0,5 0,3£0,5 0,0+0,0
GC 2,340,5 2,8+0,4 1,5+0,5 1,240,4 0,3£0,5
14 GT 2,240,4 3,0+0,0 1,3+0,5 0,8+0,8 0,0+0,0
GC 1,7£0,5* 3,0+£0,0 1,7£0,5 1,5+0,5* 1,0+0,9
21 GT 2,240,4 3,0+£0,0 1,3£0,5 1,3+0,5* 0,3£0,5

‘Significativamente diferente do 7° dia pés-cirtirgico

O coldgeno € importante em todas as fases da cicatrizacdo da ferida, sendo fundamental
na recuperacdo da forca e integridade do tecido cicatricial (19). Durante o periodo de
fibroplasia o coldgeno é produzido de forma crescente, continuamente, até aproximadamente
21 dias, quando a homeostase € alcancada e a sua taxa de degradagdo equilibra-se com a sua
sintese. Este fato foi observado no presente experimento, onde a quantidade de fibras
coldgenas aumentou com o passar dos dias, sendo significativamente maior no D21 que no
D7, em ambos os grupos.

Quanto ao grau de reepitelizacdo da ferida, os resultados encontrados em ambos o0s
grupos € em todos os momentos foram considerados abaixo da média quando comparados
com o citado por Silva (20), que trabalhando com feridas cutaneas em ratos obteve graus de
reepitelizacdo moderado a intenso no 21° dia pds-operatério, observando membrana basal
bem definida e queratinizac¢do superficial. Medeiros et al. (21) citam que no 21° de evolugdo
da ferida € normal a presenca de crosta seca e tecido de cicatrizacdo avangado e até mesmo a
completa epitelizacdo. O grau discreto de reepitelizacdo observado neste experimento pode
ser justificado pelo fato de as feridas cirdrgicas estarem muito pequenas no D21 e houve a
necessidade da realizagdo da biopsia justamente no leito da lesdo, possivelmente envolvendo
pouco tecido cicatricial de reepitelizac@o, oriundo das bordas da ferida.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste experimento conclui-se que o emprego da X.
americana, na forma de pomada, em feridas cutaneas de caprinos nio estimula o processo
cicatricial.
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EFEITOS DA NUTRICAO, IDADE A DESMAMA E MASTITE SOBRE A
QUALIDADE DO COLOSTRO E LEITE DE OVELHAS
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RESUMO

Vinte e nove ovelhas multiparas da raca Santa Iné€s, todas com o mesmo nimero de partos
foram submetidas, a partir do 5° més de gestacdo, a quatro tratamentos, em esquema fatorial 2
X 2 (nivel de nutri¢do e idade a desmama) em delineamento inteiramente casualizado, sendo:
1: dieta composta apenas por silagem; desmama aos 45 dias; 2: dieta composta por silagem e
concentrado; desmama aos 45 dias; 3: dieta a base de silagem; desmama aos 70 dias e 4: dieta
composta por silagem e concentrado; desmama aos 70 dias. Coletaram-se amostras de
colostro apds o parto, e nas 24 e 48 horas subsequentes. Foram analisados, no colostro € no
leite, os conteddos de: sélidos totais, proteina, lactose e gordura. Houve efeito de dieta para
gordura, proteina e sélidos totais do colostro tendo o grupo alimentado com silagem e
concentrado, apresentado menores valores. Na porcentagem de gordura do leite, verificaram-
se maiores valores para idade a desmama aos 70 dias (5,51%) do que aos 45 dias (4,32%). A
composi¢do quimica do leite aproximou-se dos valores obtidos para ragas especializadas em
producdo de leite. A mastite subclinica ndo afetou a qualidade do leite.

Palavras-chave: composicao quimica do leite, imunoglobulinas, ovinos

EFFECTS OF NUTRITION, WEANING AGE, AND MASTITIS ON THE QUALITY
OF MILK AND COLOSTRUM FROM EWES

ABSTRACT

Twenty nine multiparae Santa Inés breed ewes, all of them with the same reproductive age,
were submitted to four treatments in the last gestation month and during lactation. It was used
a factorial design (two nutrition levels and two weaning ages), in the following way: /: corn
silage diet and weaning at the age of 45 days; 2: corn silage plus concentrate diet and
weaning at the age of 45 days; 3: corn silage diet and weaning at the age of 70 days; 4: corn
silage plus concentrate diet and weaning at the age of 70 days. Milk samples were collected
weekly, starting at the second week after parturition, for somatic cell count. The content of
protein, fat, lactose and total solids were analyzed in colostrum and milk. There was a diet
effect for colostrum protein, fat and total solids. The ewe group fed corn silage plus
concentrate presented the minor values. For milk fat percentage the best result was obtained
for weaning at 70 days age (5.51%) versus (4.32%) observed at 45 days age. The milk
chemical composition was similar to the values obtained by other authors for milk production
breeds. The subclinical mastitis did not affect the milk quality.

Key Words: milk chemical composition, immunoglobulin, sheep

! Auxiliar Académica do Departamento de Produgdo Animal - FMVZ- UNESP Botucatu

% Professor do Departamento de Produgdo Animal - FMVZ - UNESP Botucatu

3 Professor do Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Piblica - FMVZ - UNESP Botucatu
* P6s-Graduando em Zootecnia pela FMVZ - Unesp — Botucatu.

Fernandes S. et al. Efeitos da nutri¢do, idade a desmama e mastite sobre a qualidade do colostro e leite de
ovelhas. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 615-623.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 616

EFECTOS DE LA NUTRICION, EDAD AL DESTETE Y PRESENCIA DE MASTITIS
SOBRE LA CALIDAD DE LA LECHE Y EL CALOSTRO DE OVEJAS

RESUMEN

Veintinueve ovejas multiparas de la raza Santa Inés, todas con el mismo nimero de partos
fueron sometidas a cuatro tratamientos a partir del 5° mes de gestacion, en un disefo factorial
2 X 2 (nivel de nutricién y edad al destete) y delineamiento enteramente casualizado, siendo:
1: dieta compuesta apenas por ensilado; destete a los 45 dias; 2: dieta compuesta por ensilado
y concentrado; destete a los 45 dias; 3: dieta a base de ensilado; destete a los 70 dias y 4: dieta
compuesta por ensilado y concentrado; destete a los 70 dias. Se colectaron muestras de
calostro después del parto, y a las 24 y 48 horas subsiguientes. En el calostro y en la leche
fueron analizados, los contenidos de: s6lidos totales, proteina, lactosa y grasa. Hubo efecto del
alimento para grasa, proteina y s6lidos totales del calostro. Asi el grupo que era alimentado
con ensilado y concentrado presentd valores menores con relacion a estos parametros. En el
porcentaje de grasa de la leche se observaron valores mayores a los 70 dias (5,51%) que a los
45 dias (4,32%) después del destete. La composicién quimica de la leche fue proxima a los
valores obtenidos para las razas especializadas en produccion de leche. La mastitis sub-clinica
no afecto la calidad de la leche.

Palabras-clave: composicién quimica de la leche, inmunoglobulinas, ovinos
INTRODUCAO

A importancia em pesquisar a producdo e a composicdo do leite ovino deve-se ao fato
de representar fonte de nutrientes para os cordeiros, além de sua adequagdo para a producdo
de queijos e derivados, de relevancia econdmica no mercado internacional.

A producdo e a composi¢do do leite apresentam altas correlagdes com o crescimento
dos cordeiros recém-nascidos (1), e o colostro, rico em imunoglobulinas, é o principal
responsavel pela sobrevivéncia nas primeiras horas de vida (2).

Em pesquisa realizada (3), ovelhas especializadas em produgdo de carne produziram
colostro com maior propor¢dao de imunoglobulinas e menor teor de gordura do que ovelhas
leiteiras (P<0,05).

A composicdo do leite ovino é muito varidvel, devido aos fatores genéticos e
ambientais; e pode ser alterada pela qualidade da dieta, sendo que niveis nutricionais
inferiores as necessidades podem diminuir a porcentagem de gordura, proteina e sélidos totais
e causar aumento dos valores da lactose (4). Também a mastite pode afetar a composi¢cao
quantitativa e qualitativa do leite (5); representando, portanto, um importante risco de
competitividade no setor econdmico da producdo (6).

O numero de células sométicas aumenta consideravelmente em processos inflamatérios
ou patoldgicos da glandula mamadria e provoca no leite uma reducao da gordura, da caseina e
dos solidos totais, e um aumento de proteinas (7). Ovelhas sadias tiveram menor porcentagem
de proteina no leite do que ovelhas acometidas por mastite (P<0,01), fato explicado pela
adicao de células sanguineas ao leite das fémeas doentes (8).

Os agentes contagiosos sao transmitidos fundamentalmente no momento da ordenha ou
no ato de mamar do cordeiro. Dentre eles destacam-se: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Corynebacterium sp (9).

A ocorréncia de mastite em ovelhas da raca Santa In€s nos mais variados sistemas de
producdo, tem sido relatada por criadores e técnicos afetando a producdo de leite e a
sobrevivéncia dos cordeiros, principalmente. Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
submeter ovelhas multiparas da raca Santa Inés a dois niveis de nutricdo no pré-parto e
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durante a lactacio (apenas silagem e silagem mais concentrado), e a duas idades de desmama
(45 e 70 dias), para avaliar os efeitos sobre a composicdo do colostro e do leite, e a
concentracdo de imunoglobulinas. As consequéncias da mastite subclinica sobre essas
varidveis também foram estudadas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na drea de Producao de Ovinos da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu, situada a uma latitude de 623 m,
tendo como coordenadas geogréficas 48 ° 24" 00" de latitude sul.

Foram utilizadas 29 ovelhas multiparas da raca Santa Inés, todas com o mesmo nimero
de partos, foram selecionadas apds exame clinico, para descartar eventuais problemas de
ubere, e divididas por quatro tratamentos, em esquema fatorial 2 x 2 (nivel nutricional baixo e
alto e duas idades a desmama, 45 e 70 dias), em delineamento inteiramente casualizado,
sendo: / (n:7): dieta composta por silagem de milho; desmama aos 45 dias; 2 (n:7): dieta
composta por silagem de milho e concentrado; desmama aos 45 dias; 3 (n:8): dieta composta
por silagem de milho; desmama aos 70 dias; e 4 (n:7): dieta composta por silagem de milho e
concentrado; desmama aos 70 dias.

As ovelhas foram confinadas em baias coletivas de 6,60 m® com cama de bagaco de
cana, a partir do inicio do 5° més de gestacdo até a desmama, com 4dgua e sal mineral a
vontade. As dietas dos tratamentos 1 e 3 (nivel nutricional baixo) foram compostas por
silagem de milho (30,13% MS; 6,81% PB; 29,6% FDA; 60,86% FDN e 28,4% FB), com
objetivo de aproximar-se da condicdo do pasto. Os animais dos tratamentos 2 e 4 (nivel
nutricional alto) foram alimentados com silagem de milho e concentrado na proporcao: 65%
de volumoso e 35% de concentrado, (13,4 % de PB, 65 % NDT) (10). O concentrado
(Ragéonoel®) apresentava os seguintes valores nutricionais: 18 % PB; 2.420,00 Kcal EM;
1,30% Ca; 0,6% P; 14% MM; 0,32 % NNP; 2,50 EE.

Coletaram-se amostras de colostro apdés o parto, e também nas 24 e 48 horas
subseqiientes, estas jd consideradas como leite. = Amostras de leite foram colhidas
semanalmente, a partir da 2* semana pds-parto, visando a contagem de células sométicas. As
contagens de células somdticas foram efetuadas pelo método de Prescott e Breed (11),
modificado pelo Subcommittee on Screening Tests National Mastitis Council (12). Foram
analisados, tanto no colostro como no leite, os contetidos de: s6lidos totais, proteina, lactose e
gordura, conforme metodologia descrita pela AOAC (13). Para identificacio de mastite
subclinica foi realizado o teste do California Mastitis Test - CMT e o exame microbiolégico.
As amostras de leite positivas ao CMT foram colhidas apds a antissepsia do teto com dlcool a
70% e, em seguida, encaminhadas ao laboratério do Departamento de Higiene Veterindria e
Saude Publica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu. No
laboratdrio, realizaram-se cultivos microbioldgicos em meios de dgar-sangue ovino 5% e agar
MacConkey, sendo que os micro-organismos isolados foram identificados pelo método de
Gram e provas taxondmicas. Em seguida submetidos ao teste de sensibilidade antimicrobiana
in vitro.

As andlises estatisticas dos dados seguiram um modelo fatorial 2 x 2; e os dados foram
analisados pelo Sistema de Andlise Estatistica e Genética — SAEG (14).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composi¢ao quimica do colostro

Observou-se que nao houve efeito da idade a desmama sobre os componentes do leite
da ovelha, porém, verificou-se alteracao significativa (P<0,05) quanto aos diferentes niveis
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nutricionais fornecidos as ovelhas para os componentes gordura, proteina e sélidos totais,
quando considerada a média dos trés periodos de colheita (Tabela 1), sendo que o grupo
alimentado com silagem de milho e concentrado apresentou menores valores, como era
esperado, tendo em vista que dietas com maiores teores de fibra propiciam elevacdo da
formacdo de 4cido acético no rimen, o que resulta em porcentagens mais elevadas de gordura
no leite. Ovelhas mantidas na pastagem apresentaram maiores teores de gordura no leite
(7,16%) do que aquelas mantidas em confinamento (5,60%), conforme verificado por (15).

Maesta (16) encontrou variagdo no teor de gordura do colostro de ovelhas mesticas
Texel, de 11,5 a 14,87%; valores superiores aos deste estudo, cuja média foi de 9,09 %. Sabe-
se que a composicdo quimica do colostro modifica-se muito rapidamente e, no caso, ndo foi
possivel sempre coletd-lo antes da primeira mamada, ao contrario do trabalho citado.

Os valores protéicos, de gordura e sélidos totais, inicialmente, foram elevados, e
diminuiram no decorrer das primeiras 48 horas, ndo diferindo entre si nos dois ultimos
momentos. Os valores obtidos para proteina no colostro estdo de acordo aos observados por
Snowder e Glimp (17) com ovelhas ndo especializadas em producdo de leite, e préximos aos
encontrados na literatura, que indica uma variacdo de 12 a 19,5% (18).

Tabela 1. Médias e desvios padrdes de gordura, proteina e s6lidos totais (%) do colostro e do
leite coletado as 24 e 48 horas pds-parto, em ovelhas submetidas a diferentes niveis
nutricionais e idade a desmama.

Item Periodo de coleta Silagem de  Silagem de milho Média Geral
milho + concentrado
Colostro 10,53 + 6,12 7,65 +4.45 9,09+ 5,29
Gordura Leite 24 h pés- parto 5,44 + 3,16 6,24 + 3,63 5,84B + 3,39
Leite 48 h pds- parto 6,13 + 3,56 5,45 +3,17 5,798+ 337
Média 7,36 * +4,28 6,44 " + 3,75
Colostro 14,03 +4,2 11,90 +2,30 12,96 + 3,89
Proteina Leite 24 h pés- parto 9,79 + 1,63 7,58 + 1,87 8,685 +2.60
Leite 48 h pds- parto 9,57+ 1,83 6,64 + 1,63 8,108 £ 2.43
Média 11,13* + 3,39 8,70°+2.61
Colostro 28,25°+2,56  23,57°+1,86 2591% +2.22
Sélidos Totais  Leite 24 h pds- parto 20,64 + 1,33 18,79 + 1,52 19,738+ 1,42
Leite 48 h pds- parto 18,95 + 1,49 17,19 £ 1,33 18,07 B + 1,41
Média 22,62 +5,51 19,84 ° + 4,84

Meédias seguidas de letras distintas na linha e na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05)

Imunoglobulinas

Na Tabela 2, pode ser observado as concentra¢des de imunoglobulinas no colostro e no

leite as 24 e 48 horas ap6s o parto. Como ndo houve efeito de tratamento, os resultados foram
agrupados. Ndo houve efeito de dieta e de idade a desmama na concentragdo de
imunoglobulinas, corroborando com outros pesquisadores que também ndo encontraram
efeito de diferentes niveis nutricionais (19). A raca, a idade da fémea e o tipo de nascimento
podem influenciar a concentracdo de imunoglobulinas no colostro (20). J& os resultados de
Silva et al. (21) mostraram que a produc¢do de colostro se elevou (30%), quando as fémeas
foram alimentadas com alto plano nutricional entre 5 a 10 dias antes do parto.

Observa-se que a concentracdo de IgG declinou rapidamente, indicando uma maior
concentracdo nas primeiras horas, assim como constataram (15, 22). Esse resultado ressalta a
importancia dos cordeiros ingerirem o colostro nas primeiras 24 horas apds o parto. Mellor e
Murray (23) recomendam para cordeiros, a quantidade de 240 mL/kg de peso vivo quando
nascerem em ambientes fechados ou 280 mL/kg , se ao ar livre.
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Tabela 2. Médias da concentracdo de imunoglobulinas presentes no leite de ovelhas da racga
Santa Inés expressos nos trés momentos de colheita apds o parto.

Concentracdo (mg/dL)
Colostro 5.226.097*
24 horas 947.327°
48 horas 365.011 ¢

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05)
Composicao quimica do leite

Nao houve efeito de valores nutricionais nos teores de gordura, lactose e sélidos totais
(Tabela 3). Susin, Loerch e McClure (24) observaram teores totais de gordura similares para
ovelhas da raca Polipay alimentadas com dieta rica em grdos e aquelas submetidas a dieta
com maior propor¢do de forragens (P<0,05). Para idade a desmama verificou-se maiores
valores (P<0,05) de gordura aos 70 (5,37%) do que aos 45 dias (4,29%), corroborando com
Hassan (25), que observou aumento no teor de gordura no decorrer da lactacdo. Fuertes et al.
(26) e Ploumi, Beliebasaki e Triantaphyllidis (27) salientaram a influéncia do estigio de
lactac@o na composi¢do quimica do leite. Os valores obtidos foram inferiores aos observados
em ragas especializadas para producgao de leite. Ribeiro, Carvalho e Pérez (28) também com a
raca Santa Inés, encontraram o valor de 3,91%, que se elevou para 5,47% quando as ovelhas
foram tratadas com ocitocina no momento da ordenha, como realizado no presente estudo.

A porcentagem de lactose estd de acordo com o valor médio obtido por Kremer et al.
(15) com ovelhas da raga Corriedale, raca mista especializada em producao de 1a e carne.

Tabela 3. Médias e desvios padrdes das porcentagens de gordura, lactose e sdlidos totais do
leite de ovelhas Santa In€s submetidas a quatro tratamentos.

Constituintes Idade a Silagem de Silagem de Média Geral
Desmama milho milho +
Concentrado
Lactose 45 dias 5,30+ 0,31 5,27 £ 0,31 5,29 + 0,31
70 dias 5,18 £ 0,31 5,28 £ 0,32 5,23 +£0,31
5,24 +0,31 5,27 +0,31 5,26 + 0,31
Meédia Geral
45 dias 4,16 + 0,89 4,43 +1,03 4,29*+0,96
Gordura
70 dias 523+1,15 5,51 +1,01 5,37+ 1,08
4,70 + 1,02 4,97 +1,02 4,83 +1,02
Meédia Geral
Solidos Totais 45 dias 15,30 £ 9,67 16,15 £ 9,98 15,73 £9,82
70 dias 16,39 + 10,14 16,30 9,99 16,34 + 10,06
15,84 +£9,90 16,23 £ 9,99 16,03 £9,94
Média Geral

Meédias seguidas de letras distintas na linha e na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05)

Para os valores de proteina do leite (Tabela 4) ocorreu interagdo (P<0,05) entre dieta e
idade a desmama. As ovelhas que receberam dietas de silagem sem concentrado apresentaram
maior teor de proteina no leite (4,98%) quando desmamaram aos 70 dias de lactacdo do que
aquelas que desmamaram com 45 dias (4,33%). Lynch et al. (29) verificaram que alta
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concentracao de proteina na dieta pode elevar a concentragdo de proteina no leite; no presente
estudo os valores protéicos foram maiores no grupo suplementado com concentrado (média
de 4,91%).

Tabela 4. Porcentagem de proteina no leite de ovelhas da raca Santa Inés submetidas aos
quatro tratamentos.

Desmama aos 45 dias Desmama aos 70 dias
Silagem 433" 4,98 *
Silagem c/ concentrado 4,97 A 4,86 A
Média Geral 4,65 4,92

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05)

Os valores médios de proteina (4,78%) e lactose (5,30%) obtidos corroboram os de
outros pesquisadores (30) que trabalharam também com a raca Santa Inés, e com dieta de
silagem de milho e observaram valores de 4,3 e 5,3%, respectivamente. Ja os resultados de
gordura (8,4%) e solidos totais (19,3%) foram mais altos que os deste estudo.

Existem poucos trabalhos relatando a composicao quimica do leite de ovelhas da raca
Santa Inés, portanto ndo ha o estabelecimento de um padrdo. No entanto, os valores obtidos
neste estudo estdo muito proximos aos encontrados na literatura, para genotipos
especializados em producdo de leite, evidenciando o potencial leiteiro dessa raga.

Mastite

No presente estudo, a contagem de células somdticas e o isolamento microbiolégico em
amostras de leite provenientes de 29 ovelhas, revelaram a ocorréncia de mastite subclinica em
11 ovelhas (37,93%). Para comparacao dos resultados de contagem de células somaticas foi
considerado o valor de 1,0 x 10° células/mL de leite, conforme citacdes descritas por (31-33).

A contagem de células somdticas, em média, foi de 1.535.138 células/mL de leite. Esse
valor foi considerado alto quando comparado a maioria dos rebanhos leiteiros submetidos a
um programa de controle de mastite. Por outro lado, verificou-se que a mastite subclinica ndo
influenciou os valores dos constituintes do leite (P>0,05), contrapondo-se aos resultados
publicados por Stefanakis et al. (34) que trabalharam com duas racas de ovinos, a Chios e
Karagouniki, na Grécia.

Albenzio et al. (35), pesquisando a ocorréncia de mastite em ovelhas da raca Comisana,
na Italia, constataram a ocorréncia em 17,5% dos animais. Esse resultado € inferior ao
observado no presente estudo.

A concentragdo de imunoglobulinas no colostro e no leite ndo apresentou associagao
com as ovelhas que manifestaram mastite subclinica no decorrer do experimento.

No exame microbiolégico foram isolados e identificados 94 micro-organismos em
cultura pura e em associacdo, distribuidos da seguinte maneira: Staphylococcus sp (n=50;
53,1%), Streptococcus sp (n=18; 19,1%), Corynebacterium sp (n=11; 11,7%), Sthapylococcus
aureus (n=9; 9,6%), Proteus sp (n=3; 3,2%), Micrococcus sp (n=1; 1,1%), Acinetobacter
calcoaceticus (n=1; 1,1%) e Bacillus sp (n=1; 1,1%). No teste de sensibilidade in vitro aos
antimicrobianos, observou-se que florfenicol, gentamicina e cefalexina, apresentaram melhor
eficdcia frente aos micro-organimos isolados.
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CONCLUSOES

A ocorréncia de mastite subclinica ndo afetou a composi¢do quimica do leite, e os
valores obtidos ficaram préximos aqueles observados nas ragas com aptiddo para a producdo
de leite, como a Lacaune e Bergamadcia. O resultado observado com relacdo ao nimero
elevado de células somaticas nas amostras de leite com o isolamento de micro-organismos
reforca a importancia e a necessidade dos cuidados que se devem ter na prevengdo da mastite
subclinica em ovelhas da raca Santa Inés.

Nao houve efeito da dieta nas porcentagens dos constituintes do leite, entretanto quando
a lactagdo se prolongou por 70 dias obteve-se leite com maior teor de gordura. A mastite
subclinica ocorreu independente dos niveis nutricionais e das idades a desmama estabelecidas.
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ABSTRACT

Hip dysplasia (HD) is one of the most important canine orthopedic disease because of its high
occurrence and severe consequences in the quality of life of many dogs. The aim of this study
was to evaluate epidemiologically and statistically 180 dysplastic dogs attended at the
Veterinary Teaching Hospital, Sao Paulo State University, in a five year period. It was
correlated the severity of clinical signs and the HD from radiographs of 120 animals. Sex,
body weight and age of animal at time of diagnosis were not a risk factor for severity of HD
or clinical signs. More than 50% of the Rottweillers, German Shepherds, Labradors Retrievers
and Pit Bulls presented with severe HD. Mean body weight of dogs with severe HD was
34.31kg. From 180 evaluated dogs, 22.22% had osteoarthritis at time of diagnosis. Around
45% of pure breed dogs presented with severe HD versus 27.27% of mix breed dog. A total of
42.11% of clinically asymptomatic dogs had severe radiographic signs of HD. There was no
significant correlation between the severity of clinical signs and radiographic lesions.

Keywords: hip dysplasia, dogs, veterinary orthopedics

ESTUDO RETROSPECTIVO DE 180 CAES COM DISPLASIA COXOFEMORAL
ATENDIDOS NO HOSPITAL VETERINARIO DA UNESP BOTUCATU

RESUMO

A displasia coxofemoral (DCF) € uma das principais afec¢des ortopédicas em caes, uma vez
que sua ocorréncia € alta e afeta diretamente a qualidade de vida de muitos pacientes. A
presente pesquisa teve como objetivos avaliar epidemiologicamente 180 caes portadores de
DCEF, correlacionando os dados estudados e determinando possiveis fatores de risco num
periodo de cinco anos, além de avaliar a correlacdo entre o grau de severidade dos sinais
clinicos e da avaliacdo radiografica de 120 animais. Sexo, peso e idade do animal ndo
representaram fator de risco para severidade da DCF ou dos sinais clinicos. Os caes das ragas
Rottweiler, Pastor Alemdo, Labrador Retriever e Pit Bull apresentaram mais de 50% dos
representantes com DCF severa. Os caes sem raga definida apresentaram uma distribui¢do
semelhante dentro dos quatro graus de DCF. O peso médio dos caes com DCF severa foi
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34,31kg. Dos 180 animais avaliados, 22,22% apresentavam sinais de osteoartrose secundaria
a doenca. Um total de 42,11% dos animais assintomdticos apresentaram sinais radiograficos
de DCF severa. Nao houve correlagao estatistica entre a severidade dos sinais clinicos e
radiogréficos.

Palavras-chaves: displasia coxofemoral, cdes, ortopedia veterindria

ESTUDIO RETROSPECTIVO DE 180 PERROS COM DISPLASIA DE CADERA
ATENDIDOS EN EL HOSPITAL VETERINARIO DE LA UNESP-BOTUCATU

RESUMEN

La displasia de cadera (DC) es una de las méds importantes enfermedades ortopédicas de los
caninos, debido a su alta ocurrencia y severas consecuencias en la calidad de vida de muchos
perros. El objetivo de este estudio fue evaluar epidemioldgica y estadisticamente 180 perros
con displasia atendidos en el Hospital Veterinario Escuela de la Univ Estadual Paulista, en un
periodo de cinco anos. Ademads, fueron correlacionadas la severidad de los signos clinicos y
de los hallazgos radiogrificos de 120 animales. Sexo, peso corporal y edad del animal en el
momento del diagndstico no fueron factores de riesgo para la DC o para la presencia de
signos clinicos. Mds del 50% de los Rottweiller, Pastores Alemanes, Cobradores de Labrador
y los denominados "Pit Bull" presentaron DC severa. El peso promedio de los perros con DC
severa fue de 34,31kg. De 180 perros evaluados, 22,22% presentaban osteoartritis al momento
del diagnéstico. Alrededor de 45% de los perros de raza pura presentaron DC severa versus
27,27% de perros mestizos. Un total de 42% de perros clinicamente asintomaticos tuvieron
signos radiograficos severos de DC. No hay correlacion significativa entre la severidad del
signo clinico y las lesiones radiogréficas.

Palabras clave: displasia de cadera, caninos, ortopedia veterinaria
INTRODUCTION

Canine hip dysplasia (HD) is a common inherited trait orthopedic disease (1). It is a
genetic disease of high prevalence, debilitating, causing pain, discomfort and decreased
lifespan in dogs (2) which is probably more prevalent in large breeds, and the occurrence is
also influenced by environmental factors (3). The disease is characterized by an abnormal
development of the hip joint causing joint laxity with subluxation or luxation of the femoral
head, leading or not to bilateral osteoarthritis. It is still an important cause of chronic pain and
it can affect more than 50% of some breed’s population (4-8).

Affected dogs present with lameness, bilaterally shortened strides and bunny hopping
with exercise intolerance and difficulty rising and climbing stairs. Onset of clinical signs is
reported by owners between 3 and 10 months of age and may worsen as the secondary
osteoarthritis progresses (5, 9).

Standard ventrodorsal hip-extended radiographs confirm the diagnosis and a grading
system is applied. In North America, the Orthopedic Foundation for Animals (OFA)
recommends a seven-class classification (excellent, good, fair, borderline, mild, moderate,
severe) (10), whereas in continental Europe, the FédérationCynologiquelnternationale (FCI)
recommends a five-grade scale from A to E (4, 5, 11, 12).

As therapeutic options, Oliveira (13) cites physiotherapy, hydrotherapy, use of anti-
inflammatory non-steroidal, use of chondroprotective and surgery. Surgical techniques are
recommended: triple pelvic osteotomy, arthroplasty excision of femoral head and neck,
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pectinealmyectomy, intertrochanteric osteotomy, sinfiodese juvenile pubic, joint denervation
(14) and total hip replacement (15).

The purpose of this retrospective study was to evaluate epidemiologic factors associated
with HD in 180 dogs and the correlation between the severity of clinical signs and
radiographic changes of 120 dogs with HD.

MATERIALS AND METHODS

Medical records of dogs presented to the Veterinary Teaching Hospital of the Sao Paulo
State University with standard ventrodorsal hip-extended radiographs confirming hip
dysplasia in a five year period were reviewed. Patients were distributed into two study groups.
Group 1 (G1) with 180 dogs, and group 2 (G2) with 120.

On GIl, epidemiologic data such as age, breed, sex and weight were statistically
correlated with the grade of HD at presentation. The disease was graded as transitional, mild,
moderate and severe according to Genevois et al. (12).

On G2, 120 dogs with detailed history where selected out of G1. Statistical correlation
between severity of clinical signs and severity of HD was evaluated. Clinical signs were
graded as asymptomatic, mild, moderate and severe.

All data was submitted to statistical analyses using the appropriate method among
Descriptive, Goodman, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Anova e t-Student methods.

RESULTS

On G1 a true statistical correlation between sex and the development of HD was not
observed. Out of 180 dogs, 98 were male and 82 were female. The mean age of dogs with
transitional, mild, moderate and severe HD was respectively 36, 64, 60 e 48 months of age.

There was no statistical relationship between body weight and severity of HD. Mean
weight of dogs with mild, moderate and severe HD were respectively 34.31kg, 34.21kg e
34.31kg.

Half of the affected females presented with severe HD whereas the other half had the
same distribution on grades transitional, mild and moderate. In the male population, 43.88%
presented with severe HD and only 8.16% with mild HD. Marked prevalence of severe HD
was observed in pure breed dogs (PBD). More than 50% of each breed population such as
Rottweiler, Pit Bull Terrier, Labrador Retriever and German Shepherd presented with severe
HD (Table 1). About 42% of Labrador Retrievers were evaluated to have severe HD, however
50% of them were asymptomatic. Similar presentation was observed in German Shepherds
where 47% presented with severe HD, and 52% had mild clinical signs.

On G2, severe HD was presented by 45% of PBD and 27% of mixed breed dog (MBD),
whereas severe clinical signs were presented by 23% of PBD and 31.82% of MBD. The MBD
had the same frequency when presenting mild, moderate and severe clinical signs, and only
4.54% were asymptomatic. Rottweillers were the ones with less asymptomatic animals
(10.71%). Like in G1, German Shepherds were the most affected by severe HD (47.37%),
followed by Rottweiler (46.43%) and Pit Bulls (44.45%). A total of 42.11% of clinically
asymptomatic dogs revealed severe radiographic changes. There was no direct correlation
between the severity of clinical signs and radiographic changes (Table 2).
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Table 1. Distribution of the most affected breeds of dogs with hip dysplasia in a population of
180 dogs (descriptive statistical analysis).

Hip Dysplasia

Breed Transitional Mild Moderate Severe Total

MED n=5 n=11 n=7 n=9 n=32
(15.63%) (34.38%) (21.88%) (28.13%)

Rottweiler n=4 n=11 n=7 n=25 n=47
(8.51%) (23.40%) (14.89%) (53.19%)

GermanSheperd n=0 n=7 n=4 n=14 n=25
(0.00%) (28.00%) (16.00%) (56.00%)

Labrador n=5 n=2 n=1 n=9 n=17
(29.41%) (11.76%) (5.88%) (52.94%)

Pit Bull n=2 n=1 n=2 n=5 n=10
(20.00%) (10.00%) (20.00%) (50.00%)

. o n=0 n=3 n=4 n=3 n=10
FilaBrasileiro ) 600y (30.00%)  (40.00%)  (30.00%)

n=5 n=7 n=8 n=19 n=39

Others (12.82%)  (17.95%) _ (2051%)  (48.72%)

Table 2. Distribution of displastic dogs (G2) according to clinical presentation and
radiographic signs (statistical analyses: Goodman Test).

HD
Clinical signs Transitional Mild Moderate Severe Total
Asymptomatic n=4 n=6 n=1 n=38 n=19
(21.05%) (31.58%) (5.26%) (42.11%)
Mild n=4 n=8 n=14 n=17 n=43
(9.30%) (18.60%) (32.56%) (39.54%)
Moderate n=5 n=7 n=8 n=11 n=31
(16.13%) (22.58%) (25.81%) (35.48%)
Severe n=2 n=6 n=5 n=14 n=27
(7.41%) (22.22%) (18.52%) (51.85%)
DISCUSSION

A true statistical correlation between sex and the development of HD was not observed
here, however, some studies have found both male and female prevalence. Wood et al. (4) and
Vieira et al. (2) identified more joint abnormalities in females'hips when compared to males'
hips, whereas the results obtained by Maki, Liinamo and Ojala (16) and Rettennmaier at al.
(17) agree with the work described herein.These variations could be explained by different
pressure of selection over each gender in canine populations by breeding programs (4).

The results obtained from this study represent an earlier age at which animals present
for evaluation when compared to other studies. Normally, the interval at which clinical signs
are detected and radiographic diagnosis is confirmed is from 48 to 96 months (18). However,
being HD a developmental orthopedic disease, lameness or gait abnormalities can develop at
3 to 10 months of age, and from then on, clinical signs may progress and be detected by
owners according to the severity of the disease and attention to the animal (18, 19).

Similar interval for body weight was observed by Sallander, Hedhammar and Trogen
(20) where mean weight was 34kg for males and 27 kg for females in a group of 160
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Labrador Retrievers. No study evaluating the correlation between body condition score and
severity of HD is acknowledged by the author; however the evaluation of overfeeding and the
development of HD revealed different results. According to Janutta and Hamann and Distl
(19), excessive feeding, isolated, may not increase chances of developing the disease but it
makes it worse or predisposes it in genetically susceptible animals. Experimental studies
revealed that animals that are fed ad libitum are at higher risk of developing the disease due to
overfeeding (20). This can be explained by the fact that accelerated weight gain may lead to
non equal development of soft tissues, resulting in asynchrony of pelvic muscle and skeletal
system (9). In general, the nutritional risk factors are related to the excessive calcium intake
and electrolyte misbalance and the excessive protein per se intake has no negative influence
in the skeletal development (21, 22).

Some studies indicate that 35 dog breeds are considered at high risk of developing the
disease; however, the frequency of presentation of each breed varies in the different countries
and regions (22, 23).

In Brazil, Rottweillers, Labrador Retrievers and German Shepherds are very popular
breeds, and therefore, are over represented in this study. The mixed breed dogs, nevertheless,
are also over represented. The German Shepherd, which is widely distributed throughout the
world, is commonly affected by HD with a prevalence of 50 to 55% of dogs (19) and in this
study, were the most affected by severe HD (56%). Vieira et al. (2) evaluated the radiographs
of 386 dogs German Shepherd and Labrador Retriever, noting that the first race was
associated with lower level of HD compared to the second.

As expected, there was no direct correlation between the severity of clinical signs and
radiographic changes. According to Torres, Rocha and Silva (24), a great number of
asymptomatic dogs with severe HD is expected. In his study, up to 70% of dogs affected by
HD were asymptomatic (Table 2).

The results of this study differ from some data reported in the literature, however, it is
to the author’s knowledge that such an extensive epidemiologic study has not ever been done
in Brazil. In our population, the distribution of the different grades of HD amongst
transitional, mild, moderate and severe was 10.83%, 22.5, 23.3 e 41.6% respectively, whereas
in a canine French population, the distribution was 35.13%, 30.54%, 25.68% and 8.65%
respectively (12). The high incidence of severe HD in the presented canine populations can be
explained by the inefficient system of selection of breeding dogs in the country. Due to the
severity of the affection and its herdability, there is a need of establishing a more rigid
selection process over the breeding canine population in order to decrease its incidence and
improve their phenotype (22, 25). A study by Worth, Bridges and Jones (26), followed
animals susceptible to HD that were phenotypically selected by the New Zealand Veterinary
Association (NZVA) for years, concluded that there was a significant reduction in the angle of
the joint laxity and Noberg only for the German Shepherd breed, while for Labrador
Retrievers, Golden Retrievers and Rottweillers no reduction in the incidence of HD
throughout the study.

Despite several studies, and the fact that the prevalence of the disease overcomes 50%
of some breeds’ population, the progress in decreasing its incidence is still slow in many
countries, which could be explained by errors in diagnostic and by breeders that still use
dysplastic animals for reproduction (6, 7, 11).

MINTO, B.W. et al. Retrospective study of 180 dysplastic dogs admitted at the veterinary teaching hospital,
UNESP-Botucatu. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 624-631.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 629

CONCLUSIONS

Considering the progressive increase of prevalence of the disease, the impact on the
dog’s quality of life and the amount of money spent by owners every year on medical and
surgical treatment, epidemiologic studies are warranted and the work of veterinary doctors
along with owners and breeders in order to decrease the incidence of the disease must be
based upon solid literature.

In this study, sex, body weight and age were not a risk factor for the severity of HD.
The Rottweiler, German Shepherds, Labrador Retrievers and Pit Bull Terrier were the most
common breeds affected by severe HD. The severity of radiographic changes does not
correspond to the severity of the clinical findings.
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REPRODUCAO DE Bothrops spp. (SERPENTES, VIPERIDAE) EM CRIADOURO
CONSERVACIONISTA
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RESUMO

A maioria das espécies do género Bothrops apresenta reproducdo sazonal. O periodo de
acasalamento geralmente ocorre no outono e a parturicdo € observada ao final no verdo.
Entretanto, hd relatos de ampla variagdo destes aspectos reprodutivos (e.g. época de
acasalamento, gestacdo e nascimento) principalmente em espécies mantidas em cativeiro.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar o ciclo e o comportamento reprodutivo de
espécimes do género Bothrops visando contribuir com 0 manejo € a conservagao ex situ. O
estudo foi conduzido em um criadouro conservacionista em Americana — Sdo Paulo. A
maioria das espécies acasalou entre maio e junho (outono), exceto B. moojeni. A duracdo das
copulas foram de 3 a 5 horas. O periodo gestacional se estendeu de 4 a 5 meses, considerando
a estocagem de esperma, ji observada nestas espécies. Os nascimentos ocorreram entre
dezembro e fevereiro (verdo). A sincronia e a sazonalidade observadas nos eventos
reprodutivos na maioria das espécies estudadas comprovam a hipdtese de um ciclo
reprodutivo conservado para o género Bothrops.

Palavras-chave: Bothrops ssp., reproducao, copula sazonal, nascimentos, cativeiro

REPRODUCTION OF Bothrops spp. (SERPENTES, VIPERIDAE) IN
CONSERVATION BREEDER

ABSTRACT

Most species of Bothrops genus reproduce seasonally. The mating season usually occurs in
the autumn and parturition is observed at the end of the summer. However, there are reports
of wide variation in these reproductive traits (eg, breeding season, gestation and birth)
especially in species kept in captivity. Thus, the aim of this study was to analyze the cycle and
reproductive behavior of specimens of the genus Bothrops in order to contribute to
management and conservation ex situ. The study was conducted in a conservation breeder in
Americana, S3ao Paulo, Brazil. Most species mated between May to June (autumn), except B.
moojeni. Mating lasted from 3 to 5 hours. Gestation lasted from 4 to 5 months, according to
the sperm storage previously reported for these species. Births occurred between December
and February (summer). The synchrony and seasonality observed of the studied species
corroborate the hypothesis of a conserved reproductive cycle in the genus Bothrops.

Keywords: Bothrops ssp., reproduction, mating season, births, captivity
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REPRODUCION DE Bothrops spp. (SERPENTES, VIPERIDAE) EN
CRIADERO DE CONSERVACION

RESUMEN

La mayoria de las especies del género Bothrops presentan reproducciéon estacional. La
temporada de apareamiento ocurre generalmente en el otofio y el parto se observa al final del
verano. Existen datos con relacién a una amplia variacién en aspectos reproductivos tales
como temporada de apareamiento, gestaciéon y parto, sobre todo en las especies que se
mantienen en cautiverio. Asi, el objetivo de este trabajo fue analizar el ciclo y el
comportamiento reproductivo de especimenes del género Bothrops con el objetivo de
contribuir para el manejo y la conservacion ex sifu. El estudio se realizé en un criadero de
conservacion en la ciudad de Americana, Sao Paulo, Brasil. La mayoria de las especies se
apared entre mayo y junio (otofio austral) excepto por B. moojeni. La duracion de la copula
fue de 3 a 5 horas. La gestacion fue de 4 a 5 meses, teniendo en cuenta el almacenamiento de
esperma, ya observada en estas especies. Los nacimientos ocurrieron entre diciembre y
febrero (verano). La sincronia y la estacionalidad en los eventos reproductivos observados en
la mayoria de las especies estudiadas, confirman la hipétesis de un ciclo muy conservador
para el género Bothrops.

Palabras-clave: Bothrops ssp., reproduccion, la temporada de apareamiento,
Nacimientos, cautiverio

INTRODUCAO

A conservagdo ex-situ € a conservacao in-situ sdo estratégias complementares, que
visam a estabilidade de uma populacdo ameacada e contribui para a caracterizagdo e a
diversidade genética dos individuos (1, 2). A manutencdo e o manejo de espécies em cativeiro
pressupdem a integragdo entre o conhecimento tedrico e pratico da biologia reprodutiva dos
organismos. Além disso, atuam de vérias formas na conservacao ex situ e in situ das espécies
(1), promovendo o sucesso reprodutivo e fornecendo informacdes que possibilitam a
elucidacdo da dindmica e evolucao das estratégias reprodutivas (3).Os ciclos reprodutivos em
Squamata sdo classificados em descontinuos (sazonais), continuos e aciclicos. Nos ciclos
descontinuos ou sazonais, as gonadas tornam-se quiescentes por periodos curtos durante o
ano, ja nos ciclos continuos as gonadas apresentam uma redugdo da atividade por um pequeno
periodo do ano e no tipo aciclico, as gonadas ou 6rgdos acessorios exibem basicamente niveis
constantes de atividade durante todo o ano (4).

A maioria das serpentes do género Bothrops apresenta ciclo reprodutivo sazonal (5-9) e
bienal. O periodo de acasalamento se estende ao longo do outono e a parturi¢do € observada
ao final no verdo (5).

Algumas serpentes, bem como outros animais ectotérmicos, ndo se reproduzem até
acumularem energia suficiente para custear a reproducdo (10, 11), assim, essas espécies sao
classificadas como “capital breeders” (reprodutores capitais), de acordo com Stearns (12).
Dessa forma, em muitas espécies de serpentes, as fémeas requerem um investimento
energético para darem inicio ao periodo reprodutivo e em viperideos o tempo necessario entre
um evento reprodutivo e outro, varia entre dois a trés anos ou até mais, configurando a
bienalidade ou trienalidade dos ciclos (13-15).

Entretanto, espécimes de cativeiro alimentam-se de forma frequente e muitas vezes de
forma excessiva, além de ndo exercerem a atividade de forrageio. Consequentemente,
algumas espécies como: B. alternatus, B. neuwiedi e B. jararaca (16-18) podem perder a
bienalidade do ciclo em cativeiro. Na natureza, as serpentes podem ndo se alimentar tdo
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frequentemente, portanto, a frequéncia reprodutiva é, em parte, influenciada pela
disponibilidade de alimentos e pelo status nutricional das fémeas (12, 19-21).

Observagdes comportamentais obtidas em cativeiro, indicam cépulas ao longo do ano
todo (de fevereiro a dezembro), para Bothrops jararaca e os nascimentos ocorrendo nos
meses de fevereiro a maio (18). Em B. neuwiedi foram registradas cépulas nos meses de abril
a julho (17) e os nascimentos entre janeiro € maio (verdo-outono) (17). Para B. moojeni as
cOpulas em cativeiro, ocorreram de marco a maio (22), e na natureza foi observado no més de
marco (23) com parturi¢des observadas entre dezembro e janeiro (7).

Para Bothrops jararaca (18), B. alternatus (16) e B. neuwiedi (17) o ciclo reprodutivo
em cativeiro foi anual. No entanto, o ciclo de B. jararaca foi descrito como sazonal e bienal
em varios estudos (5, 24, 25). Para as outras espécies mais informag¢des sao necessdrias para a
compreensdo desta plasticidade dos ciclos reprodutivos.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar o ciclo e o comportamento
reprodutivo de espécimes do gé€nero Bothrops visando contribuir com 0 manejo € a
conservacgao de espécies nativas monitoradas em cativeiros.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em um criadouro conservacionista (registro: 647098, processo
IBAMA: 02027.008991/01-79), localizado na cidade de Americana, Sdao Paulo, regido centro-
leste do estado de Sao Paulo, sudeste do Brasil (latitude 22°44°21’S; longitude 47°19°53”W),
entre abril/2008 a agosto/2009. O clima € tropical com inverno seco, variando a temperatura
média entre minima de 15,3° e maxima de 28,2° e altitude média de 528,5 metros. A
temperatura, fotoperiodo e a umidade do criadouro seguiram condi¢cdes do ambiente natural.

A érea do criadouro utilizado neste estudo foi de 10 metros quadrados, no qual os
animais sd@o mantidos individualizados, em caixas plésticas transparentes com tampa e travas
laterais perfuradas de tamanho - 56,4cm x 38,5cm x 37,1cm, forradas com papeldo corrugado
ou jornais.

Para a alimentacdo sdo oferecidos quinzenalmente, ratos (Rattus norvegicus) e
camundongos (Mus musculus) reproduzidos no préprio criadouro. As presas oferecidas
possuem massa equivalente a 20% do peso das serpentes e a dgua € fornecida ad libitum.

Todas as serpentes utilizadas foram monitoradas quanto aos dados biométricos
mensalmente, bem como os dados referentes a alimentacdo, ecdise, fezes e observagdes
comportamentais.

Nesse estudo foram utilizadas as seguintes serpentes: Bothrops alternatus (uma fémea e
dois machos), Bothrops erythromelas (duas fémeas e dois machos), B. jararaca (uma fémea e
um macho), B. jararacassu (duas fémeas e um macho), B. leucurus (uma fémea e dois
machos), B. moojeni (duas fémeas e um macho), B. pauloensis (duas fémeas e dois machos) e
B. neuwiedi (uma fémea e dois machos). As serpentes foram observadas quanto aos
comportamentos interespecificos: interacdes agonisticas (entre machos quando colocados em
triades), corte, acasalamento, gestacdo e parturi¢do (5). Os comportamentos reprodutivos
foram observados, descritos, filmados e fotografados.

A massa relativa da ninhada (MRN) ap6s a parturi¢do foi calculada conforme Shine
(26).

RESULTADOS

Muda: As ecdises foram registradas para fémeas de B. jararacussu e B. erythromelas
na estacdo reprodutiva (maio), trés dias antes de serem colocadas para copular (Fig. 1-B).
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Comportamento agonistico: Bothrops alternatus, B. erythromelas, B. leucurus ¢ B.
neuwiedi que foram colocadas em triades (uma fémea e dois machos) nido apresentaram
comportamento de combate. Entretanto, entre dois machos de B. pauloensis foram observadas
interagdes agonisticas (n=3). Sempre que colocados com fémeas na mesma caixa, os machos
erguiam a cabecga e o tronco, chicoteavam vdrias vezes a cauda e algumas vezes mordiam o
oponente na cauda ou na regido do pescogo. Todos esses comportamentos eram
acompanhados de intenso dardejar de lingua. Em seguida os oponentes entrelagcavam-se,
debatiam seus corpos e afastavam-se um do outro. Apds esses episddios, os machos iniciavam
movimentos de corte em direcdo as fémeas.

Comportamento de corte e céopula: As espécies B. erythromelas, B. jararaca, B.
Jjararacussu, B. pauloensis e B. neuwiedi, apresentaram periodo de comportamento de corte e
acasalamento durante o outono e inicio do inverno (maio a julho). Somente a B. moojeni foi
observada copulando durante a primavera (outubro).

O comportamento de corte e copula de todas as espécies basicamente seguiu trés fases:
perseguicao tactil, alinhamento e copula.

A Bothrops erythromelas copulou no dia 20 de maio de 2008, no periodo da manha. O
comportamento de corte iniciou-se com movimentos da cabeca e intenso dardejar de lingua do
macho sobre o dorso da fémea. Posteriormente, o macho realizou tentativas de enrodilhar a
cauda na regido posterior da fémea, provavelmente para o pareamento das cloacas. Observou-
se também o comportamento de “cloacal gaping”, movimento de abertura cloacal e
levantamento da cauda, que indica a receptividade da fémea para a copula (Figura 1-A).

A B. jararacussu copulou na data 01 de jun. de 2008 no periodo da manha e inicio da
tarde. Foram observados leves movimentos de ondulagdes laterais e antero-posteriores do
macho no dorso da fémea (Figura 1-B).

A B. moojeni copulou no dia 07 de outubro de 2008 no periodo noturno. O
comportamento de corte evidenciou movimentos de ligeiras vibragdes impulsivas da cabeca
do macho sobre o dorso da fémea e a cauda manteve-se sempre enrodilhada na regido
posterior da fémea (Figura 1-C).

Duracio das copulas: A média de duragdo das cépulas foi de 5 horas e 4 minutos
(Figura 1; Tabela 1).

Gestacao: Como hd estocagem de esperma no género, foi possivel fazer apenas uma
estimativa do tempo de gestagao que variou de 4 a 5 meses.

Epoca dos nascimentos: As parturicdes foram observadas durante o verdo (B.
erythromelas) e inverno (B. moojeni). As espécies B. jararaca, B. neuwiedi e B. pauloensis,
ndo tiveram copulas assistidas, porém tiveram a parturi¢io registrada no verdo (dezembro a
fevereiro). B. jararacussu veio a 6bito, antes do nascimento dos filhotes (Tabela 1).
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Figura 1. (A) Casal de B. erythromelas em c6pula, fémea a direita realizando cloacal gaping;
(B) casal de B. jararacussu em cépula, fémea a direita; (C) fémea e macho de Bothrops
moojeni, com cloacas unidas.

Tabela 1. Numero de espécies do género Bothrops, indicando a data da c6pula, duracio e
época de nascimento dos filhotes.

Espécies: Data de Duracio (horas) Data de nascimento de filhotes
copula
B. jararaca Maio/08 - 04/02/09
B. neuwiedi Maio/08 - 04/02/09
B. moojeni Outubro/08 3he30m 05/08/09
B. erythromelas* Maio/08 She52m 03/02/09
B. jararacussu* Junho/08 She 10 m ok
B. pauloensis Maio/08 - 22/12/2008
* Muda de pele

** Fémea morreu

Ninhadas: O nimero das ninhadas variou de 04 a 12 filhotes entre as espécies
analisadas. Assim, a massa relativa da ninhada (MRN) e o comprimento dos filhotes variaram
muito entre as espécies (Figura 2; Tabela 2). Em B. moojeni a fémea pariu cinco ovos
atrésicos, sete filhotes, dentre estes, quatro natimortos.
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Figura 2. (A) Nascimento dos filhotes de B. erythromelas; (B) B. moa}'eni; (©) B. ab:
(D) B. jararaca.

..

loensis;

Tabela 2. Ninhadas de Bothrops (médias e desvio padrdo) da massa, comprimento € ndmero
de filhotes.

Ninhadas: Massa(g) Comprimento  Ndmero de MRN*
total (cm) filhotes
B. jararaca 13,42+ 1,5 31,1 +£1,2 12 0,29
B. moojeni 87+45 245 +5,1 Q7%= 0,15
B. erythromelas 6,4 +0,5 21,1 +0,3 08 0,38

* Massa relativa da ninhada
**05 ovos atrésicos, 03 filhotes vivos, 04 natimortos

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Embora existam variagdes dos ciclos reprodutivos em algumas serpentes, (27) o padrao
reprodutivo para a maioria das espécies do género Bothrops, é sazonal, apresentando uma fase
ativa de crescimento folicular, acasalamento e gestacdo em um ano e uma fase de parturi¢do
seguida de quiescéncia folicular em outro ano, caracterizando um ciclo bienal (5, 25, 28).

O padrao de copula outonal, estocagem de esperma no inverno, ovulacgdo, fertilizacao na
primavera e parturicio no verdo asseguram condi¢des climdticas propicias para a fémea
durante a gestacdo. Dessa forma, altas temperaturas propiciam maior disponibilidade de
alimento (presas ectotérmicas) para os filhotes apds o nascimento no verdo (entre janeiro e
marco) (13, 29).

A ecdise € observada frequentemente no periodo reprodutivo (vitelogénese secunddria)
(30), pois a gordura abdominal é transformada em vitelo durante esta fase. Essa transformacao
¢ mediada pela vitelogenina (proteina precursora do vitelo) e entdo ocorre a deposi¢do de
vitelo nos foliculos via corrente sanguinea. A vitelogenina € também utilizada para a
sinalizacdo do estro, quando as fémeas liberam particulas de feromonio no ar para atrair os
machos na época da cépula (30-34). A ecdise provavelmente permite uma maior dissipacao
do feromonio entre as escamas. Tal fato explica as mudas observadas em B. erythromelas e B.
Jjararacussu no periodo que antecede ao acasalamento. Outro evidente comportamento de
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receptividade reprodutiva por parte das fémeas € o cloacal gaping, no qual a fémea expde a
abertura cloacal com movimentos da cauda (35, 36), como observado em B. erythromelas
antes da ocorréncia da cépula (Figura 1-A).

O comportamento de corte realizado pelas espécies observadas (B. erythromelas, B.
Jararacussu e B. moojeni) seguiu 0 mesmo repertdrio descrito por Gillingham (37) no qual os
machos utilizam pistas quimicas (feromonios) deixados pela fémea para reconhecé-la e
localizé-la (34). Embora o repertério comportamental tenha sido monitorado, ndo foi possivel
cronometrar o tempo gasto pelos machos durante a corte, o que impossibilita comparagdes
entre outras espécies.

Nem sempre € ficil visualizar o comportamento de cépula em cativeiro, embora em
muitas ocasides, sejam observados vestigios de acasalamento (e.x., sangue deixado pela
fémea ou esperma deixado pelo macho). Entretanto, tais indicativos ou mesmo a cépula ndo
garantem o sucesso da fertiliza¢dao ou da prole, pois a fertilizacdo pode ndo ocorrer e a fémea
pode abortar por vérios motivos e até mesmo liberar ovos atrésicos (inférteis) provavelmente
em funcdo das limitacdes imposta pelo cativeiro, como ja foi observado em outros estudos
(38, 39).

O acasalamento em serpentes pode durar de 30 minutos a diversas horas (40, 41). As
cOpulas aqui observadas foram de 3 a 5 horas coincidindo com os dados observados na
natureza (41). Nao foi possivel observar rituais de combate que ocorrem geralmente em
periodos de acasalamentos (42-44), no entanto, foram observados comportamentos
agonisticos e interacOes agressivas entre os espécimes B. pauloensis, sugerindo que tal
comportamento, até entdo ndo relatado, pode fazer parte do repertério reprodutivo para esta
espécie.

O periodo de acasalamento (outono) observado para B. erythromelas, B. jararaca, B.
Jjararacussu, B. pauloensis e B. neuwiedi foi compativel com as estratégias de acasalamento
adotadas pelo género, pois todas as serpentes que copularam, provavelmente estocaram
espermatozdides ao longo do inverno, ficaram prenhes e tiveram filhotes no verdo. Tais fatos
vém a corroborar a hipétese de que a época de acasalamento, e época de nascimentos de
filhotes € conservada para as espécies do gé€nero (5, 6, 45, 46). Caso ndo ocorresse a
estocagem de esperma, e levando-se em conta a época de copula assistida (maio/ junho),
terfamos em torno de nove a dez meses de gestacdo, o que certamente ndo ocorre em
serpentes (4, 47).

No entanto, um padrdo diferenciado foi observado em B. moojeni (cépula durante a
primavera), pois a parturicao foi observada no final do inverno (agosto), quase um ano apos a
copula. Nesse caso, € provavel que a fémea tenha estocado o esperma no trato reprodutivo até
a época da finalizacdo da vitelogénese em maio (outono) do ano seguinte, sugerindo que as
condic¢des do cativeiro podem ter influenciado a mudanga temporal do ciclo.

A fecundidade dos espécimes aqui analisados como, B. jararaca, B. erythromelas, B.
neuwiedi e B. pauloensis, corrobora com dados ja descritos na literatura (Tabela 2). A ninhada
de B. jararaca geralmente é composta de 12 a 22 filhotes (5, 45). Bothrops erythromelas tem
em média 11 filhotes (46), em espécimes da natureza o nimero de embrides nos ovidutos
variou de 2 a 13 (48).

B. neuwiedi e B. pauloensis, apresentaram ninhadas de 4 filhotes. Essa baixa
fecundidade para estes espécimes € caracteristica do grupo neuwiedi, estando diretamente
correlacionado com o tamanho e massa da mae (6, 8), pois de acordo com Shine (43), quanto
maior o comprimento da fémea maior serd sua fecundidade (38, 49).

B. moojeni tem em média 16 filhotes (7). No entanto, a B. moojeni aqui estudada, teve
uma baixa fecundidade, com um grande nimero de ovos atrésicos e natimortos. Estes
resultados podem estar relacionados com o periodo de cdpula observado fora do padrao
(outubro), ocasionando uma gestagdo durante o outono e inverno, periodo no qual as
temperaturas sdo mais baixas, podendo, portanto ter influenciado o desenvolvimento
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embriondrio (8, 50). As altas temperaturas no periodo gestacional podem proporcionar um
melhor desenvolvimento embrionério e pode reduzir os indices de anormalidades (8), além de
acelerar a embriogénese e diminuir o periodo de incubagdo (51).

A massa relativa da ninhada (MRN), nas espécies B. jararaca e B. erythromelas seguiu
a média de 0,3 (Tabela 2). Este indice foi encontrado para a maioria dos viperideos viviparos
em cativeiro e em vida livre (5, 26, 47).

Dessa forma, os ciclos reprodutivos da maioria das espécies aqui analisadas, seguem o
mesmo padrdo reprodutivo: cOpulas outonais, provdvel estocagem de esperma ao longo do
inverno e parturi¢ao no verao.

Porém, h4 indicios de que as condi¢des de cativeiro podem ser permissivas as variagoes
das estratégias reprodutivas (3, 52) e do ciclo, como foi ressaltado em B. moojeni, na qual
foram observadas copula, parturicdo e fecundidade em épocas diferentes do ja estabelecido
para a espécie (7, 22).

Por outro lado, provavelmente, as condi¢cdes de cativeiro (e.x., temperatura,
alimentacdo) promoveram tal plasticidade, uma vez que, a determinacdo do “timing”
reprodutivo e do tamanho da ninhada estd relacionada com a frequéncia alimentar das
serpentes (11, 53, 54). Entretanto, mais informacdes sdo necessdrias para a compreensao
dessa plasticidade, no grupo atrox, a qual pertence a espécie Bothrops moojeni.

Assim sendo, os dados obtidos acerca da biologia reprodutiva das espécies do género
Bothrops neste trabalho poderdo contribuir sobremaneira para futuros estudos que visem a
conservacao de espécies.
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RESUMO

A placenta da égua é um 6rgdo transitorio, responsavel por trocas metabdlicas entre a méae e o
concepto. A expulsdo da placenta usualmente ocorre de 30-90 minutos apds o nascimento do
potro. Este estudo tem como objetivo relacionar a idade e o nimero de partos de 270 éguas da
raca Puro Sangue Inglés (PSI) com o tempo que estas levaram para eliminar suas placentas.
Os dados coletados sdo referentes a éguas de um criatério de Puro Sangue Inglés da regidao de
Bagé/RS. As éguas foram categorizadas em 3 grupos de idade (Grupo I, 3 a 7 anos, n=113;
Grupo II, 8 a 14 anos, n=129; Grupo III, 15 anos ou mais, n= 30) e de acordo com o niimero
de partos em 2 grupos (Primiparas, n=46 e Multiparas, n=221). O tempo médio de eliminacao
da placenta foi de 47,8min, sendo que no Grupo I foi de 50,8min, no Grupo II de 46,5min e
no Grupo III de 42,4min. Nas éguas primiparas o tempo médio para eliminacdo da placenta
foi de 42,7min, enquanto que para éguas multiparas foi de 48,9min. Nao houve diferenga no
tempo de eliminag@o da placenta entre os grupos (p>0,05). As varidveis idade e nimero de
partos ndo interferiram no tempo de eliminacdo da placenta, ndo sendo observada interagdao
entre essas duas varidveis. Conclui-se que a idade e o nimero de partos destas ndo
apresentaram efeito no tempo de eliminagdo da placenta em éguas PSI da regido de Bagé/RS.

Palavras Chave: obstetricia equina, primiparas, multiparas, partos

EVALUATION OF PLACENTAL DELIVERY IN TROROUGHBRED MARES IN
DIFFERENT AGES

ABSTRACT

The mare's placenta is a transitory organ responsible for metabolic exchange between mother
and fetus. The expulsion of the placenta usually occurs 30-90 minutes after foal’s birth. This
study aims to relate the age and number of foaling of 270 Thoroughbred mares with the time
they took to eliminate their placentas. The data collected from a Thoroughbred breeding farm
in Bagé/RS. The mares were divided according age in three groups (Group I, 3-7years old,
n=113; Group II, 8-14 years old, n=129; Group III, aging 5 years or more, n=30) and
according to the number of foaling in two groups (Primiparous, n=46; Multiparous, n=221).
The mean of time elimination of the placenta was 47.8 min, Group I was 50.8 min, Group II
46.5 min and 42.4 min for Group III. In primiparous mares the average time from delivery of
the placenta was 42.7 min, while for multiparous mares was 48.9 min. There was not
difference in the time of placenta delivery between the groups (p>0.05). The age and number
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of births did not affect in the time of removal of the placenta, and no observed interaction
between these two variables. Concludes that the age of mares and the number of these foaling
showed no effect at the time of delivery of the placenta in Thoroughbred mares.

Key words: equine obstetrics, primiparous, multiparous, foaling

EVALUACION DEL TIEMPO PARA LA Ij]LIMINACI()N DE LA PLACENTA EN
YEGUAS PURA SANGRE INGLES DE DIFERENTES EDADES

RESUMEN

La placenta de la yegua es un 6rgano transitorio, responsable por el intercambio metabdlico
entre la madre y el feto. La expulsion de la placenta ocurre generalmente 30-90 minutos (min)
después del nacimiento del potro. Este estudio tiene como objetivo relacionar la edad y el
nimero de nacimientos de 270 yeguas de raza Pura Sangre Ingles (PSI) con el tiempo que
llevaron para eliminar las placentas. Los datos obtenidos se refieren a yeguas de un criadero
de Pura Sangre Ingles de la region de Bagé / RS. Las yeguas fueron divididos en tres grupos
de acuerdo a la edad (Grupo I, 3-7 afios, n = 113; Grupo I, 8 a 14 afios, n = 129, Grupo 111,
15 afios 0 més, n = 30) y de acuerdo al niimero de nacimientos en dos grupos (Primiparas, n =
46; Multiparas, n = 221). La media total de eliminacién de la placenta fue de 47,8 minutos. En
el Grupo I fue de 50,8 minutos en el grupo II 46,5 minutos y 42,4 minutos para el Grupo III.
En las yeguas primiparas el tiempo medio para la eliminacién de la placenta fue de 42,7
minutos, mientras que para las yeguas multiparas fue de 48,9 minutos. No hubo diferencia en
el momento de la eliminacién de la placenta entre los grupos (p> 0,05). La edad y el nimero
de nacimientos no interfirieron en el momento de la eliminacién de la placenta, no siendo
observada interaccion entre estas dos variables. De ello se concluye que la edad de las yeguas
y el nimero de partos, no tiene ningtn efecto en el tiempo de eliminacién de la placenta.

Palabras clave: obstetricia equina, primiparas, multiparas, nacimiento
INTRODUCAO

A placenta da égua é um 6rgdo transitério responsavel por trocas metabdlicas entre a
mie e concepto. E composta por uma porgdo fetal, derivada do cérion, e outra materna,
derivada de modificacdes do endométrio. Devido as caracteristicas morfofuncionais, a
placenta equina € classificada como epiteliocorial difusa, microcotiledonaria e adecidua (1). A
placenta é um 6rgao fundamental na relagcdo materno-fetal, e deve ser considerada como um
reflexo das condi¢Oes nutricionais, metabdlica, enddcrina e vascular materna, além de ser
indicativa da condicao clinica e metabdlica do neonato (2, 3).

A expulsdo das membranas fetais constitui o terceiro estdgio do parto e, normalmente,
ocorre de 30-90 minutos apds o parto. Apds a expulsio do potro e ruptura do corddao
umbilical, ocorre colapso dos vasos da placenta e subsequente encolhimento das vilosidades
coridnicas, o que associado ao peso da membrana amniética € suficiente para promover a
separacdo do alantocérion da parede uterina. As contragdes uterinas também contribuem para
a eliminacdo da placenta, iniciam nos dpices dos cornos uterinos e progridem em direcdo a
cérvix, reduzindo o tamanho do ttero e o volume de sangue circulante no endométrio (4).

A retencdo das membranas fetais € definida como a falha total ou parcial no processo de
expulsdo da placenta apés a expulsdo do potro (4). O padrdo fisiolégico que determina o
tempo em que esse processo se resolva € varidvel. Na maioria das ragas se até trés horas apos
o parto a placenta ndo for liberada, esta é considerada retida (4-6). Nao existem estudos que
definam estes valores para éguas da raca Puro Sangue Inglés.
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A permanéncia da placenta no limen uterino pode causar endometrite € metrite,
atrasando a involucdo do 6rgdo durante o puerpério. Caso a fémea ndo receba tratamento
apropriado existe um alto risco de contaminag¢do bacteriana, provocando reducdo na
fertilidade, endotoxemia, septicemia, laminite e até mesmo 6bito (7, 8).

A retengdo da placenta possui prevaléncia de 6-54%, sendo essa variagdo relacionada
principalmente com a raca das éguas. Ocorre com maior frequéncia em casos de aborto,
gestacdo prolongada, gestagdo gemelar, distocia e cesariana (7, 9, 10).

Este estudo tem como objetivo avaliar a influencia da idade e do numero de partos no
tempo de eliminacdo da placenta em éguas da raga Puro Sangue Inglés (PSI). Além de
comparar os indices de retencdo de placenta de acordo com os grupos de idade das éguas.

MATERIAIS E METODOS

Foram acompanhados 270 partos eutdcicos, em um criatério de equinos Puro Sangue
Inglés na regido de Bagé/RS, no periodo de 2009 a 2011. As éguas eram mantidas a campo
com suplementacdo de racdo balanceada, com garantia de 12% de proteina e 27,5 mCal de
energia digestivel. Submetidas a desverminacdo a cada 90 dias e vacinacdo, conforme
calendério adequado, contra tétano, rinopneumonite, influenza e encefalomielite. No més em
que o parto estava previsto, as mesmas eram estabuladas durante a noite com consumo ad
libitum de feno de alfafa e dgua.

As éguas foram acompanhadas durante todas as etapas do parto, até o momento da
eliminacio completa da placenta, sem intervencdo terapéutica ou manual (Figura 1). Eguas
que permaneceram com a placenta por um periodo superior a 120 minutos foram consideradas
com retencao de placenta, conforme descrito por Allen (11) e Finger et al. (12).

Para andlise estatistica as varidveis independente foram categorizadas: Idade em trés
niveis (Grupo I de 3 a 7 anos, n=113; Grupo II de 8 anos a 14 anos, n=129 e Grupo III de 15
anos ou mais, n=30) e nimero de partos em dois niveis (éguas Primiparas, n=46 e éguas
Multiparas, n=221. Realizada estatistica descritiva (média, desvio padrdao-DP e erro padrao
da média-EP) e andlise de variancia para avaliacdo do efeito das varidveis independentes,
idade e nimero de partos, sobre o tempo de eliminacdo de placenta. Para a comparagdo entre
as médias foi realizado o teste de Tukey. Para comparacao do indice de retencdo de placenta
entre os grupos de idade foi utilizado teste de qui-quadrado. Os dados foram analisados no
programa Statistix® 9.0 (Analytical Software, 2008).

e o S

Figura 1. Egua PSI durante a terceira etapa do parto.
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RESULTADOS

O tempo médio de eliminacdo da placenta obtido no total das éguas avaliadas foi de
47,8 minutos (DP+52, EP+3,05). A estatistica descritiva dos resultados obtidos dos grupos de
égua, de acordo com a idade, estdo demonstrados na Tabela 1. Nas éguas primiparas o tempo
médio para eliminacdo da placenta foi de 42,7 min (DP+38, EP+5,75), enquanto que para
éguas multiparas foi de 48,9 min (DP+52, EP+3,74 ).

Nao houve diferenca no tempo de eliminacdo das membranas fetais entre éguas
primiparas e multiparas. As varidveis idade e nimero de partos ndo interferiram no tempo de
eliminacdo da placenta, ndo sendo observada interagao entre elas.

A média de tempo de eliminacdo para as éguas consideradas com retencdo de placenta
foi de 220 minutos, com valor minimo de 120 e maximo de 525 minutos. Foi observada
retencdo de placenta em 4,8% (n=13) das éguas. O indice de retencdo de placenta entre os
grupos de idade nao demonstrou diferenga (p>0,05), sendo de 6,29% (n=7) para o Grupo I;
3,88% (n=5) para o Grupo Il e 3,33% (n=1) para o Grupo III.

Tabela 1. Tempo de elimina¢do (min) da placenta de éguas PSI, de acordo com o
grupo de idades

Grupo idade N Média DP EP
I 113 50,8" 64,14 6,03

11 129 46,5" 39,63 3,48

I 30 42.4* 26,25 4,79

“Letras iguais na coluna demonstram que ndo foi identificada diferenga entre as médias (p>0,05)

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a idade das éguas nao interferiu no tempo de
eliminagdo da placenta. Foi observada diferengca de apenas 8,4 minutos (Tabela 1) entre as
médias de tempo de eliminacdo de placenta de éguas do grupo I (3-5 anos) para o grupo III (>
15 anos). O nimero de partos (éguas primiparas e multiparas) também ndo interferiu no
tempo de eliminacdo das membranas fetais. A anélise de somente partos eutdcicos no presente
estudo, permite sugerir um valor de 47,8 minutos como a média padrdo fisiologica para a
eliminacdo da placenta de éguas PSI, independente da idade e nimero de partos. Uma vez que
o processo de maturacdo dos microcotilédones placentdrios parece ser o evento primordial
para a ocorréncia da separagdo entre as vilosidades coridnicas e as criptas endometriais e
assim, do processo de expulsdo da placenta durante o terceiro estdgio do parto (4).

Foi observado um baixo indice de reteng¢do de placenta (4,8%) no presente estudo, nio
sendo constatada diferenga entre os grupos de idade das éguas. Esse resultado € similar ao
descrito em estudo retrospectivo em éguas da raga Standardbred (6), o qual avaliou 3456
partos, em quatro grupos de idade (< 6 anos, > 6 anos a 10 anos, > 11 anos a 15 anos e > 16
nos), nio encontrando diferenca nos indices de retencio. Eguas da raca Friesian apresentam
altas taxas de retenc@o de placenta (54%), sendo que com idades de até 4 e mais de 17 anos
demonstraram uma tendéncia a menores indices de retengao de placenta do que éguas entre 5-
17 anos de idade (5). Nessa raca foi comprovada uma reduzida concentragdo de célcio sérico
nas éguas que apresentaram retencdo de placenta, o que ndo € descrito para éguas de ragas de
tracdo leve. Mais estudos s@o necessdrios para esclarecimento do perfil metabdlico das éguas
PSI com reten¢do de placenta. Vacas mais velhas e com maior nimero de partos apresentam
maior incidéncia de retencdo de placenta, devido a predisposi¢do a quadros de atonia uterina
(13). Em equinos essa relagdo nao foi estabelecida até o presente momento.
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Segundo Allen (11) o periodo de eliminacdo das membranas fetais deve ser de até 90
minutos. Assim, considerado o quadro de ‘“retencdo de placenta” quando as éguas
permaneceram com os envoltorio retidos por um periodo superior a 120 minutos. Sendo esse
periodo inferior de 180 minutos, descrito pela maioria dos autores (4, 8, 9). A escolha de 120
minutos foi realizada devido a rotina obstétrica dos haras de PSI na regiao de Bagé/RS. Sendo
que a partir desse periodo de permanéncia da placenta retida é realizada a abordagem
terapéutica para o tratamento do quadro. No presente estudo ndo foram observados quadros
clinicos secunddrio a retencdo das membranas fetais, como metrite toxica, endotoxemia e
laminite (4, 7, 8). A rdpida intervencdo reduz os riscos de prolongar o periodo de retengao,
reduzindo também os efeitos indesejdveis na sanidade reprodutiva no cio subsequente das
éguas (6).

No presente estudo, o baixo indice de retencdo de placenta, assim como 0 sucesso na
manipulacdo e tratamento dos casos que ocorreram também ¢é resultado do manejo adequado
no momento do parto, garantindo as condi¢des de higiéne na manipulacdo e identificagdo
precoce do problema, como o descrito por Provencher et al. (6).

CONCLUSOES

A idade e o numero de partos das éguas ndo apresentaram efeito no tempo de
eliminacdo da placenta em éguas da raca Puro Sangue Inglés na regido de Bagé/RS. Foi
observado um baixo indice de retencdo de placenta (4,8%) na populacdo estudada, ndao sendo
observada diferenca desses indices de acordo com o grupo de idade das éguas.

ASPECTOS ETICOS

Dados provenientes do Projeto “Estudo reprodutivo retrospectivo e prospectivo e sua
relacdo com o desenvolvimento gestacional e periodo neonatal em criatorios de equinos da
regido sul”, aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal da UFPel em 18 de
dezembro de 2010, sob o cédigo 5810.
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RANQUEAMENTO/AGRUPAMENTO DO SEMEN CONGELADO DE
CARNEIROS DA RACA SANTA INES ANALISADAS PELO SISTEMA CASA E
SONDAS FLUORESCENTES PELA ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA
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Sony Dimas Bicudo®
Hymerson Costa Azevedo’
Marciane Silva Maia

RESUMO

O processo de criopreservagao acarreta uma série de alteragdes resultando em uma marcante
reducdo da fertilidade. Buscam-se novas formas de avaliagdo do movimento espermético, tais
como a andlise das sub-populagdes espermadticas pelo sistema CASA. Sondas fluorescentes
vém sendo estudadas para avaliacdo da integridade do espermatozodide, fornecendo
informacdes adicionais sobre sua funcionalidade. Tem se como objetivo otimizar o emprego
do sistema CASA em combinac¢do de sondas fluorescentes como nova forma de avaliagdo dos
parametros qualitativos do sémen congelado de ovinos. Em vinte e seis partidas de s€émen
congelado procederam-se as avaliagdes CASA e Teste MITO. Utilizou-se a andlise fatorial
com método de rotacio VARIMAX e andlise de agrupamentos com método de Ward. Para
andlise optou-se por considerar a cinética individual de cada espermatozdide, ampliando o
universo amostral de 26 médias para 5834 espermatozdides. Quanto as sondas fluorescentes,
teste MITO, houve a classificacio das amostras em oito categorias. Com a técnica
exploratéria multivariada houve a reducdo da dimensionalidade obtendo-se trés fatores: fator
F1, interpretado com um fator relacionado a progressividade do movimento; fator F2,
representa um fator de deslocamento espermdtico sem considerar a dire¢io do movimento;
fator F3, diz respeito a energia disponivel/ disponibilizada para a movimentacdo espermatica.
Houve a determinacdo dos escores dos coeficientes dos fatores, agrupando as amostras em 9
sub-populacdes, com caracteristicas qualitativas distintas. Com o uso da andlise estatistica
multivariada do s€émen congelado ovino foi possivel determinar no sistema CASA diferencas
fisiolégicas e cinemdticas das sub-populacdes associada a combinacdo de sondas
fluorescentes, havendo analogia entre parametros do sistema CASA e teste MITO.

Palavras chave: sub-populacdo espermadtica, criopreservagao do s€émen de carneiros, anélise
computadorizada do movimento espermdtico (CASA), atividade mitocondrial, sondas
fluorescentes

RANKING/GROUPING OF SANTA INES RAM FROZEN SEMEN
ANALYZED BY CASA AND FLUORESCENT PROBES LEAD THROUGH THE
MULTIVARIATE STATISTICS ANALYSIS

ABSTRACT

The cryopreservation process causes several alterations in semen quality, reducing fertility.
New evaluations of sperm motility have been searched, such as the sperm subpopulations
analysis by computer-assisted motility assessments (CASA). Fluorescent probes have been
studied to evaluate spermatozoon integrity, supplying functional information of the
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spermatozoa. The aim of this study was to optimize the CASA system in combination with
fluorescent probes as a new method of evaluation of the qualitative parameters of the frozen
semen of rams. Twenty-six frozen semen samples were evaluated by CASA and MITO Test.
The cluster analysis was used with the VARIMAX rotation method and the grouping analysis
was performed with Ward’s method. The individual kinetics of each spermatozoon was
considered for the analysis, extending samples from 26 averages to 5834 spermatozoa. For the
MITO test, the samples were grouped into eight categories. The multivariate exploring
technique pointed out reduction of the dimensionality, leading to three factors: F1 factor
interpreted as a factor related to the forward movement; F2 factor represents a factor of sperm
displacement without considering the movement direction; F3 factor means the energy
available for the sperm displacement. The determination of score coefficients of the factors
was determined by grouping the samples into 9 subpopulations, with distinct qualitative
characteristics. With the use of the multivariate statistics analysis of the frozen semen of the
rams, it was possible to determine physiological and kinematics differences of the
subpopulations associated to the fluorescent probes in the CASA system, with correlations
between the CASA system and the MITO test.

Keywords: sperm subpopulation, cryopreservation of ram semen, computer-assisted semen
motility analysis (CASA), mitochondrial activity, fluorescent probes

CATEGORIZACION DE SEMEN CONGELADO DE CARNEROS SANTA INES
SOMETIDOS AL ANALISIS CASA'Y MARCADORES FLUORESCENTES POR
MEDIO DE ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIADO.

RESUMEN

El proceso de criopreservacion causa una serie de alteraciones en la calidad del semen que
lleva a una importante reduccién dela fertilidad. Se han buscado nuevas maneras de
evaluacion del movimiento del esperma, como por ejemplo el andlisis de las subpoblaciones
de esperma mediante evaluaciéon computadorizada de la motilidad, CASA. Los marcadores
fluorescentes han sido estudiados para la evaluacion de la integridad del espermatozoide,
proporcionando informacién adicional con relacion a la funcién espermadtica. El objetivo de
este trabajo fue optimizar la utilizacion del sistema CASA en combinacién con marcadores
fluorescente como un nuevo método de evaluacién de los pardmetros cualitativos del semen
congelado de carneros. Veintiséis muestras fueron evaluadas por los métodos CASA y MITO.
Fue utilizado el sistema de rotacion VARIMAX y el método de WARD para andlisis de las
categorias. Para el examen fue considerada la cinética de cada espermatozoide, ampliando el
universo muestral de 26 para 5834 espermatozoides. Con relaciéon a los marcadores
fluorescentes y el método MITO, las muestras fueran agrupadas en ocho categorias. Con la
técnica exploratoria multivariada hubo reduccién de la dimensién a tres factores: factor Fl1,
explicado por un factor relacionado con el movimiento progresivo; factor F2, que representa
un factor de dislocacién del esperma sin juzgar la direccién del movimiento; factor F3, que
significa la energia disponible para la dislocacion del esperma. Se determinaron los valores
para las clasificaciones, creando 9 subpoblaciones de muestras, con caracteristicas cualitativas
distintas. Con el uso del anélisis estadistico multivariado del semen congelado de carnero, fue
posible determinar, por el método CASA, diferenciaciones fisioldgicas y cinemadticas de las
subpoblaciones asociada a las combinaciones de sondas fluorescentes, lo que mostré analogia
entre los métodos CASA y MITO.
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Palabras clave: subpoblaciéon de esperma, criopreservacion del semen de carnero, andlisis
computadorizada del movimiento de los espermatozoides (CASA), actividad mitocondrial,
marcadores fluorescentes

INTRODUCAO

A criopreservacdo do s€émen hd muito tem sido vista como uma forma de beneficiar a
reproducdo dos animais de importancia agropecudria, além de ser reconhecida como uma
ferramenta para a preservacdo de espécies em perigo de extin¢do e de auxiliar em programas
de infertilidade humana. Entretanto, o processo de criopreservacdo acarreta uma série de
alteracoes resultando em uma marcante reducdo da fertilidade (1).

Nos tltimos anos, houve uma evolu¢do nas formas de visualizagdo e avaliacdo do
movimento espermatico. Os sistemas de andlise computadorizado do movimento espermético
(CASA), que representam a terceira geracdo de equipamentos com essa finalidade,
propiciaram um salto na maneira de compreender a célula espermdtica, possibilitando o
acompanhamento de uma grande variedade de parametros associados a cinética espermatica
(2). Este tipo de andlise ndo determina somente a motilidade, mas também quantifica
caracteristicas especificas do movimento espermdtico podendo ainda determinar a presencga e
a cinética das sub-populacgdes de espermatozdides constituintes da amostra (3, 4).

Contudo ainda hd uma subutilizagdo desses sistemas, considerando-se a forma de
explorar suas informacdes fornecidas pelo sistema CASA (4). Esse é um problema existente
no sistema CASA, onde o grande nimero de parametros fornecidos, na maioria das vezes, estd
altamente correlacionado. Isto torna dificil uma avaliacdo objetiva de quais parametros
poderiam explicar acuradamente o movimento espermético (4). Entretanto, a quantidade de
dados gerados pelo sistema CASA pode ser simplificada, tornando a andlise mais informativa.
O CASA também foi designado para detectar grupos com grande afinidade de dados, ndo
sendo desprezada sua distribuicao na amostra (5).

Com essa nova forma de registro da avaliacao pode-se verificar a cinética individual dos
espermatozdéides, ampliando o conjunto de informagdes para um grande conjunto de varidveis.
Tal ideia vem ganhando espaco na andlise de dados dos experimentos com espermatozdides
2-7).

O emprego de sondas fluorescentes vem sendo estudado buscando-se a avaliacdo da
integridade do espermatozdide. Apesar do alto custo, elas podem fornecer informacdes
adicionais da funcionalidade dos espermatozéides. Uma variedade de sondas tem sido
utilizadas na andlise dos diferentes componentes celulares. Alguns laboratérios empregaram
uma combinacao de sondas fluorescentes especificas para os diversos dominios espermaticos,
estimando a qualidade do sémen (8).

OBJETIVO

Frente a isso, tem se como objetivo otimizar o emprego do sistema de andlise
computadorizada do movimento espermdtico pela cinética das sub-populacdes de
espermatozdides em combinacdo de sondas fluorescentes como parametro qualitativo do
sémen congelado de carneiros.

MATERIAL E METODOS

Em vinte e seis partidas de s€émen congelado, pertencentes a 26 carneiros da raga Santa
Inés procederam-se as avaliagdes utilizando-se:
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1) Andlise Computadorizada do Movimento Espermitico’ (CASA), conforme setup
recomendado pelo fabricante, dos pardmetros Motilidade Total (%) MT; Motilidade
Progressiva (%) MP; Velocidade de Trajeto (um/s) VAP; Velocidade Progressiva (um/s)
VSL; Velocidade Curvilinear (um/s) VCL; Amplitude Lateral da Cabeca (um) ALH;
Freqiiéncia de Batimentos (Hz) BCF; Retilinearidade (%) STR; Linearidade (%) LIN e
Elongacao (%) ELONG, segundo Sousa (9).

2) Associagdo das sondas iodeto de propideo, aglutinina de Pisum sativum conjugada
com o isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) e Mito Tracker Green FM- Teste MITO (10)
adaptacdo.

Membrana ACroSSOmMo Potencial de Categoria
Plasmatica membrana 9
- Com q 1
Intacto {
Sem # 2
Intacta <
Com # 3
Lesado
N~ Sem q 4
Com # 5
(" Intacto
Sem # 6
Lesada <
Com # 7
Lesado
~ Sem # 8

A metodologia estatistica utilizada foi andlise Exploratéria de Dados, Estatisticas
Descritiva, Gréficos e Técnicas Multivariadas: Andlise Fatorial com método de rotagdo
VARIMAX e Andlise de Agrupamentos com método de Ward. O software estatistico
empregado foi o Minitab, versao 14.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds as descongelacdes, as amostras foram analisadas pelo sistema CASA sendo
verificados valores médios, desvios padrao e amplitude de variagdo dos parametros avaliados
conforme a Tabela 1.

Para andlise dos resultados fornecidos pelo sistema CASA, optou-se por considerar a
cinética de cada espermatozdéide individualmente. Desta forma, utilizou-se o espermatozdide
como varidvel ampliando o universo amostral de 26 médias para 5834 espermatozdides
analisados separadamente quanto aos parametros de sua cinética e trajetoria.

Virios estudos similares ocorreram em outras espécies: s€émen fresco de cachacos e de
gazelas e congelado de gazelas (3, 5); sémen refrigerado de cachagos (11) e s€émen canino
fresco e congelado (12).

Segundo esses autores, apesar de muitos estudos ja publicados utilizarem o sistema
CASA, alguns resultados mostraram-se desapontadores ou pouco informativos, provavelmente
devido a uma andlise inapropriada dos dados, os quais sdo apresentados apenas como médias
+ desvios ou erros padrao, baseando essa andlise em uma avaliacdo paramétrica.

Abaigar et al. (3) valorizaram a avaliacdo baseada na distribuicdo bimodal e com alto
desvio associada com marcantes extensdes dos dados, o que reflete a presenca de sub-
populacdes na amostra global. Essas extensdes tendem a mascarar os efeitos do tratamento se
os parametros forem examinados individualmente, devido ao desvio padrdo alto ndo permitir
sua deteccdo por testes baseados apenas na variancia.

3 HTMA-IVOS 12.3 — Hamilton Research - Beverly, MA, USA
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Quanto as sondas fluorescentes, determinou-se a classificacdo do sémen congelado dos
carneiros pelo emprego do teste MITO dentro das oito categorias (Tabela 2).

Tabela 1. Valores médios, desvios padrdao e amplitude de variacdo dos parametros da cinética
espermatica avaliados no sistema computadorizado de andlise do sémen CASA — HTM-IVOS
(versdo 12,3) das amostras de s€men congelado de carneiros (n=26)

Parametros Média Desvio padrao Amplitude de variacao
MT (%) 473 22,9 5,0-90,0
MP (%) 19,5 13,5 0-53,0
VCL (um/s) 166,3 30,4 82,1 —225,4
VAP (um/s) 103.4 27,9 39,6 — 150,8
VSL (um/s) 82,4 27,2 23,3 -130,8
ALH (m/s) 6,5 2,1 0-9,1
BCF (Hz) 34,5 2,8 28,1 -39,3
STR (%) 70,0 6,0 60,0 — 83,0
LIN (%) 45,5 8,8 28,0 — 60,0

MT - Motilidade total; MP - Motilidade progressiva; VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozéides; VAP - Velocidade
curvilinea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermdtica; VSL - Velocidade retilinea considerando-
se a trajetéria espermdtica uma reta; ALH - Deslocamento lateral de cabeca; BCF - Freqiiéncia de batimento; LIN — Linearidade; STR -
Indice retilineo do movimento espermatico

Tabela 2. Categorizagao geral do s€émen congelado de carneiros determinada pela teste MITO

Categoria Numero do carneiro
1 _
2 14, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26
3 ,
4 i
5 1,2,6,9,11,12,15, 17
6 7,10, 13,22
7 3,4,5,8
8 16

1. Membrana plasmatica intacta, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 2. Membrana plasmatica intacta, acrossomo
intacto e sem potencial de membrana mitocondrial; 3. Membrana plasmdtica intacta, acrossomo lesado e com potencial de membrana
mitocondrial; 4. Membrana plasmdtica intacta, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial; 5. Membrana plasmatica
lesada, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 6. Membrana plasmadtica lesada, acrossomo intacto e sem potencial de
membrana mitocondrial; 7. Membrana plasmatica lesada, acrossomo lesado e com potencial de membrana mitocondrial; 8. Membrana
plasmdtica lesada, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial.

Com a técnica exploratoria multivariada de dados conhecida como Andlise Fatorial
houve a reducdo da dimensionalidade dos dados. Seguindo os critérios das raizes latentes
maiores que 1 (F1: 4,6; F2: 2,50 e F3: 1,38) e também a porcentagem da variabilidade total
dos dados explicada pelos fatores, optou-se por utilizar como dimensionalidade final aquela
dada por trés fatores com 79% de explicacdo da variabilidade total (Tabela 3).

As cargas do primeiro fator F1 sao positivas e t&ém valores altos para as varidveis VAP,
VSL, STR e LIN, que foi interpretado como um fator relacionado a progressividade do
movimento. Para o segundo fator F2, as cargas com sinal negativo, associam as varidveis
VCL, ALH e MT, que representam um fator de deslocamento espermdtico sem considerar a
direcdo do movimento. Para o terceiro fator F3, estao associadas as varidveis BCF, MITO e
ELONG, cuja interpretacio diz respeito a energia disponivel/disponibilizada para a
movimentacao espermatica. A partir desse dado foi realizada a determinag@o dos escores dos
coeficientes dos fatores considerando as varidveis, permitindo determinar a seguir essa
relac@o para cada carneiro, agrupado-os.
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Ap6s a redugdo de dimensionalidade dez para dimensionalidade trés, a distribuicao
dos individuos pode ser visualizada pela aplicacdo de andlise de agrupamento, dendrograma,
conforme a Figura 1.

Tabela 3. Cargas fatoriais e comunalidade, por varidvel, para fatores nao rotacionados e
fatores rotacionados pelo método VARIMAX e, variacdo porcentual explicada por meio de
cada fator e total.

Fatorial nao rotacionado Fatorial rotacionado

Variavel F1 F2 F3 F1rot F2rot F3rot Comunalidade
VAP 0,98 0,11 -011 0,89 -040 0,19 98 %
VSL 0,98 0,14 -0,04 0,88 -0,37 0,25 98 %
VCL 0,64 -0,59 -0,29 0,30 -0,85 -0,12 84 %
ALH 0,12 -0,77 -0,27 -0,22  -0,75 -0,27 69 %
BCF -0,33 0,17 -0,76 0,03 024 -0,82 73 %
STR 0,27 0,52 -0,46 0,90 0,09 -0,22 88 %
LIN 0,64 0,62 0,01 0,83 021 0,24 79 %
ELONG -0,35 -0,43 -0,57 -0,34  -0,25 -0,67 62 %
MITO -0,38 0,65 -0,29 0,10 0,72 -0,34 64 %
MT 0,73 -0,48 0,10 0,32 -0,77 0,28 78 %
Variancia Explicada 34 % 29% 16 % 79 %

VAP - Velocidade curvilinea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermdtica; VSL - Velocidade
retilinea considerando-se a trajetéria espermdtica uma reta; VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozdides; ALH -
Deslocamento lateral de cabeca; BCF - Freqiiéncia de batimento; LIN — Linearidade; STR - Indice retilineo do movimento espermdtico; MT
- Motilidade total

-97,78+

-31,85

Similaridade

34,07

A T TR

Animais

Figura 1. Dendrograma, representacdo grafica do processo de agrupamento hierdrquico das
amostras de s€émen congelado de 26 carneiros da raga Santa Inés, baseado na variabilidade
existente, com valor de similaridade méxima igual a 100,00.

Abaigar et al. (3) e Abaigar et al. (5) utilizaram raciocinio semelhante para o
agrupamento das populacdes de espermatozdides frescos de cachagos e gazelas e congelados
de gazelas, determinando as sub-populacdes especificas das amostras. Ndo houve nessa
andlise interesse em determinar de qual animal se originaram os espermatozdides, o que nao
ocorreu em nossa avaliacdo, visto que as fontes geradoras das amostras de sémen congelado
dos carneiros € que se buscou agrupar.

O sémen congelado dos carneiros 2, 4 e 13 foi muito diferente do restante dos animais.
Desta maneira, abaixo do nivel de similaridade dos animais 4 e 13 tragou-se uma linha
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horizontal de corte, obtendo assim a formagao de 9 grupos distintos denominados A, B, C, D,
E,F,G,H,elL

As amostras provenientes dos animais 2, 4 e 13 formam grupos unitdrios. Para a
amostra do animal nimero 2 (grupo C), foram encontrados valores baixos nos trés fatores. No
material dos animais 4 (grupo G) e 13 (grupo H) encontramos valores baixos em
progressividade do movimento e disponibilidade de energia, porém apresentam bom
deslocamento. As amostras de sémen congelado dos animais 2, 4 e 13 foram consideradas
como outliers, fato freqiientemente verificado na literatura.

Para os carneiros 1 e 8 (grupo A), encontramos os melhores valores de energia porém
fraco em progressividade e mediano em deslocamento. No grupo constituido pelas amostras
11, 19, 25, 15 e 21 (grupo B) encontramos bons valores de progressividade e valores de
mediano para baixo em deslocamento e disponibilidade de energia. Para os grupos 6, 7,9 e 16
(grupo D) verificam-se baixos valores em energia disponivel e progressividade e valores
medianos em deslocamento espermatico. O grupo dos animais 14, 20 e 26 (grupo E) apresenta
baixos valores de energia disponivel e deslocamento, sendo o carneiro 14 fraco em direcao, e
os demais animais com valores medianos para progressividade. Os grupos 3, 5, 10, 12 e 22
(grupo F) apresentaram altos valores de progressividade e deslocamento, porém valores ruins
em disponibilidade de energia.

Em estudo com sémen de cades (8), foi levantada a hipdtese de que os agrupamentos
possuidores dos maiores valores de velocidade e com movimento mais progressivo, seriam
considerados os com maior potencial para a fertilizagao.

O grupo dos animais 17, 18, 23 e 24 (grupo I) apresenta em seu material alto valor para
progressividade, de mediano para baixo em deslocamento e fracos em energia disponivel.

Abaigar et al. (3) obtiveram trés agrupamentos dos espermatozéides frescos de cachacos
sendo que no grupo 1 foram verificados espermatozdides com alto movimento progressivo
(alto VSL) e vigorosa agdo flagelar (alto BCF). No grupo 2, espermatozéides com movimento
ativo (alto VCL) mas com redugdo significativa da progressao (baixo VSL e alto ALH). No
grupo 3 houve provavelmente células lentas e degeneradas devido a todos os parametros dos
grupos 1 e 2 estarem baixos. Em um estudo com o sémen refrigerado de cachacos foram
verificadas trés sub-populagdes, sendo em uma delas os espermatozdides mais rapidos, com
baixa linearidade. Na outra sub-populacdo, foram agrupados 90% dos espermatozdides, sendo
estes caracterizados por baixa velocidade, alta progressividade, movimento pouco ondulante,
sendo o valor de BCF similar as demais sub-populacdes. A terceira sub-populacdo nao
apresentou movimento linear (alto ALH), contudo as células possuiam alto valor de VAP,
indicando espermatozdides muito ativos (12).

CONCLUSOES

Avaliagoes cléssicas dos dados do sistema CASA mostram que a distribui¢do normal
raramente € encontrada. Distribuicdes bimodais e distorcidas geralmente ocorrem em
conjunto com marcantes amplitudes de variacdo as quais refletem a presenca de sub-
populacdes distintas dentro da amostra.

Tais amplitudes tendem a mascarar os efeitos de tratamento se os pardmetros analisados
forem avaliados individualmente devido aos desvios padrao serem muito altos para permitir
sua deteccdo pelos testes estatisticos. Esse problema é causado parcialmente pela existéncia
de sub-popula¢des onde mesmo que algumas possam ser afetadas pelo tratamento, outras nao
respondem podendo confundir as tentativas de analise por interferirem nas médias.

Apesar de nao ser ainda muito empregado, o método de andlise multivariada das sub-
populacdes espermaticas evidenciou aspectos interessantes dos experimentos, situacdo nao
constatada com a andlise estatistica “classica” baseada em médias (13).
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Com o uso da andlise estatistica multivariada do s€émen congelado ovino, foi possivel
determinar no sistema de andlise computadorizada do s€émen que o parametro da cinética
espermatica BCF (freqii€éncia de batimentos) expressa analogia com as caracteristicas obtidas
na avaliacdo em microscopia epifluorescente com o teste MITO.

A identificacdo das diferencgas fisioldgicas e cinemaéticas das sub-populacdes associada a
combinacdo de sondas fluorescentes na avaliacdo da fertilidade do sémen congelado dos
carneiros poderd auxiliar na discussdo de fatores que limitam a fertilidade do sémen
congelado de ovinos.

Diante do exposto, abre-se uma nova perspectiva da avaliacdo da cinética espermadtica,
visto que a deteccdo e a compreensdo das sub-populagdes poderd fornecer importantes
resultados para a monitorizagdo dos espermatozdides, principalmente quando associada a
testes de fertilidade. Desconsiderar a existéncia e, principalmente, os efeitos bioldgicos da
presenca das sub-populagdes espermdticas nos resultados médios torna-se temerario devido a
imprecisdes na obtengdo de resposta aos estimulos propostos nos ensaios de criopreservacao
do sémen.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar a etiologia da sindrome cdlica em equinos participantes
de eventos de vaquejada do Estado do Rio Grande do Norte (Brasil), assim como avaliar a
evolugdo de varidveis fisicas e bioquimicas. De forma complementar, determinar os limites de
referéncia de algumas dessas varidveis. Foram utilizados equinos de ambos o0s sexos,
diferentes racas, inscritos nas provas de vaquejadas. Todos os animais que apresentaram
quadro de sindrome célica durante o evento foram submetidos a exame fisico e laboratorial. O
exame fisico consistiu de avaliacao das frequéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR), do
tempo de enchimento capilar (TEC), da coloragao das mucosas, grau de hidratacdo e da
motilidade intestinal. Varidveis bioquimicas foram avaliadas no plasma (fibrinogénio) ou no
soro (proteinas totais, albumina, creatinina e magnésio). Os dados quantitativos obtidos antes
e durante o quadro de sindrome cdlica foram comparados mediante utilizacao do teste t para
amostras pareadas, ja os qualitativos foram analisados de forma descritiva mediante utilizacdo
da média aritmética, porcentagem e coeficiente de variagdo. Dois mil e sessenta e um equinos
foram acompanhados durante 15 eventos de vaquejada, mas apenas 13 apresentaram o quadro
de sindrome célica. Ocorreu importante alteracdo nas varidveis FC (p<0,01), FR (p=0,003) e
TEC (p<0,01) ap6és o surgimento do quadro de sindrome célica. Nao houve diferenca nas
médias das varidveis bioquimicas avaliadas antes e durante a sindrome. Em nove (69,3%)
equinos a causa da colica foi compactacdo de célon maior, e nos demais (30,7%) distensao
gastrica. Apesar de a sindrome cdlica acarretar rdpidas alteragdes em varidveis fisicas, o
diagnéstico precoce, e o rapido inicio da terapia nos casos de compactagdo e distensao
gastrica podem fazer com que varidveis bioquimicas permanecam proximas ou dentro do
limite de normalidade nas primeiras horas de iniciado o quadro da sindrome.

Palavras-chave: abdomen agudo, varidveis fisicas e bioquimicas, atividade equestre

PHYSICAL AND LABORATORY EVALUATION OF EQUINE COLIC SYNDROME
IN VAQUEJADA PARKS

ABSTRACT

This study was conducted to investigate the etiology of colic syndrome in horses participating
in vaquejada events in the state of Rio Grande do Norte (Brazil), as well as to assess the
evolution of physical and biochemical variables. In addition, determine the reference limits of
some of these variables. Horses of both sexes, from different breeds and enrolled in vaquejada
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competitions. All animals which presented clinical signs of colic syndrome during the event
were subjected to physical and laboratory evaluation. The physical examination consisted of
evaluation of heart (HR) and respiratory rates (RR), capillary refill time (CRT), mucous
membrane color, degree of hydration and intestinal motility. Biochemical variables were
evaluated in plasma (fibrinogen) or in serum (total proteins, albumin, creatinine, and
magnesium). Quantitative data were compared before and during the colic syndrome episode
by using t test for paired samples, and the qualitative data were analyzed descriptively by
using the arithmetic mean, percentage and coefficient of variation. Two thousand and sixty-
one horses were monitored during 15 events of vaquejada, but only 13 presented a colic
syndrome episode. There was an important change in the variables HR (p<0.01), RR
(p=0.003) e CRT (p<0.01) after the onset of the colic syndrome. There were no differences in
values of biochemical variables assessed before and during the syndrome. In 9 (69.3%) horses
the cause of equine colic was impaction of the large colon, and in the other (30.7%) gastric
distension. Although colic syndrome cause rapid changes in physical variables, early
diagnosis and fast initiation of therapy in cases of impaction and gastric distension can make
biochemical variables remain within or close to the reference limits in the early hours of the
start of the syndrome episode.

Keywords: acute abdomen, physical and biochemical variables, equestrian activity, horses

EVALUACION FISICA Y DE LABORATORIO DEL SINDROME DE COLICO
EQUINO EN ANIMALES DE VAQUEJADA

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue investigar la etiologia del cdlico en los caballos que
participan en eventos de vaquejada en el Estado de Rio Grande do Norte (Brasil), evaluar la
evolucion de variables fisicas y bioquimicas y determinar los limites de referencia de algunas
de esas variables. Fueron utilizados caballos de ambos los sexos y diferentes razas, inscritos
en actividades de vaquejada. Todos los animales que presentaron signos de sindrome de
cOlico durante el evento fueron sometidos a examen fisico y de laboratorio. El examen fisico
consistié en la evaluacion de la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR), del tiempo de
llenado capilar (TLLC), del color de las mucosas, grado de hidratacién y de la motilidad
intestinal. Variables bioquimicas fueron evaluadas en el plasma (fibrinégeno) o en el suero
(proteinas totales, albumina, creatinina y magnesio). Los datos cuantitativos obtenidos antes y
durante el cuadro de sindrome célico fueron comparados utilizando el examen de t para
muestras emparejadas. Ya los datos cualitativos fueron analizados descriptivamente utilizando
la media aritmética, porcentaje y el coeficiente de variacién. Dos mil sesenta y un caballos
fueron evaluados durante 15 eventos de vaquejada, pero sélo 13 presentaron cuadro de cdlico.
Ocurrieron cambios importantes en las variables FC (p<0,01), FR (p=0,003) y TLC (p<0,01)
después de la aparicion del colico. No hubo diferencia en los valores medios de las variables
bioquimicas evaluados antes y durante el sindrome. En nueve (69,3%) caballos, la causa del
cOlico fue la compactacién en el colon mayor, y en el resto (30,7%) de los animales,
distension gastrica. A pesar de que el célico causa rdpidos cambios en las variables fisicas, el
diagndstico precoz y rdpida iniciacién de la terapia en casos de compactacion y distension
gastrica pueden mantener las variables bioquimicas cerca o dentro del rango normal en las
primeras horas del sindrome.

Palabras clave: abdomen agudo, variables fisicas y bioquimicas, actividad ecuestre
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INTRODUCAO

No Brasil a vaquejada movimenta cerca de 250 milhdes de reais por ano (1), sendo uma
atividade equestre bastante praticada na regido Nordeste. Durante as competicoes de
vaquejada, que podem durar até cinco dias, os equinos sdo frequentemente submetidos a
situagOes indesejaveis como polui¢dao sonora, exposi¢ao a temperaturas elevadas no ambiente,
contato com animais desconhecidos e de outras espécies, manejo alimentar diferente do
praticado na propriedade, além de outros que podem estressar os animais e favorecer o
aparecimento de afeccdes, como por exemplo, a sindrome célica (2).

A espécie equina apresenta predisposicdo a alteragdes morfofisiologicas graves,
responsaveis por dor abdominal (3). Apesar da relativa facilidade na identificacdo de um
equino com a sindrome célica, determinar a origem da dor e os fatores que levam ao quadro
clinico pode ser dificil. De acordo com Laranjeira e Almeida (4), a multiplicidade das causas,
a complexidade dos casos clinicos e o alto indice de insucesso nos tratamentos,
principalmente daqueles que demandam procedimentos cirtrgicos, sdo apenas algumas das
dificuldades na resolugdo positiva dos casos. Diante desse fato, é fundamental a realizagcao
detalhada do exame fisico do equino com sindrome cdlica, que deve iniciar com a observacao
do animal, atentando para a atitude e manifestagcdes de dor, seguindo com o grau de
hidratacdo, auscultacdo cardiaca, respiratoria e abdominal, além da avaliagdo da coloragao das
mucosas e da perfusdo tecidual.

Equinos revelam o quadro de desconforto abdominal agudo mediante a mimetizacao de
alguns gestos. A intensidade da dor pode ser classificada como discreta, moderada e intensa
(4, 5), sendo considerada como discreta quando o animal escava o solo, olha constantemente
para a regido abdominal, dobra o ldbio superior (reflexo de Flehmen), boceja e range os
dentes repetidamente; moderada quando o animal deita e levanta constantemente, escoicea ou
morde o abddomen, e intensa quando deita e levanta vigorosamente, assim como quando
apresenta sudorese excessiva e automutilagao (4, 6).

O grau de desidratagao deve ser estimado devido ao sequestro de liquidos para o limen
intestinal, agravado por problemas cardiovasculares decorrentes da insuficiéncia circulatéria
periférica, assim como pelo refluxo (7, 8). Alteracdes na frequéncia cardiaca (FC) sao
normalmente observadas e sdo decorrentes da dor e de altera¢des cardiovasculares devido a
hipovolemia e toxemia. A FC auxilia na avalia¢do da gravidade da lesao (9). Ja a frequéncia
respiratoria (FR) pode estar aumentada devido a excitagdo, dor, choque, compensacdao do
equilibrio 4cido-base (acidose metabdlica), distensdao do estdbmago, ceco ou célon. A redugao
no valor dessa varidvel pode ocorrer nos casos de extrema depressdo do sistema nervoso
central devido a toxemia, além de situacdes de alcalose devido a perda de cloretos no refluxo
gastrico (7, 10).

Quanto a auscultacdo abdominal, o aumento da intensidade e frequéncia dos sons
intestinais pode estar associado a célica espasmddica, irritacdes no intestino, fase inicial de
um processo obstrutivo, mas também pode estar indicando uma melhora do quadro (7). J4 a
reducdo da intensidade e frequéncia dos sons, ou mesmo a atonia, pode estar associada a
processos estrangulantes ou ileo (10). Nas compactagdes, pode-se auscultar o som de “pings”,
resultante da presenca de gas e liquido, mesmo sem motilidade intestinal progressiva (8).

A colorac¢ao das mucosas € um indicador do estado circulatério e da toxemia. No inicio
dos processos estrangulantes e ndo estrangulantes, as mucosas se mant€ém dentro da
normalidade, ou seja, rosa pdlidas, mas dependendo da gravidade da afec¢do, grau de
desidratacao, endotoxemia e hipoxia, podem variar de vermelha a ciandtica, como resultado
de congestao vascular periférica ou choque endotoxémico, respectivamente (5, 7, 10, 11). Em
geral, quanto mais grave for a sindrome cdlica, mais alterado estiver o quadro circulatério e
mais endotoxinas estiverem sendo liberadas para a circulacdo, mais intensas serdo as
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alteracdes na coloracdo das mucosas (7). O tempo de enchimento capilar (TEC) € outra
varidvel para avaliagdo do sistema cardiovascular, pois conforme a endotoxemia se agrava,
citocinas sdo liberadas. Nessa fase, ocorre vasodilatacio (choque hipotensivo) que
compromete a perfusdo periférica, aumentando o TEC (9).

Alteragdes bioquimicas como hipomagnesemia sao descritas como possiveis de serem
observadas em equinos com abdomen agudo podendo ser decorrente de hipoproteinemia e
hipoalbuminemia, devido a correlacdo direta entre proteina e esse fon (12, 13). Com a
instalagdo do processo inflamatério, a determinagdo da concentragdo de fibrinogénio é
importante na avaliacdo cardiovascular (14), auxiliando na escolha do tratamento e de sua
monitorizagdo (15). Apesar de hiperfibrinogenemia (> 0,4 g/dL) ocorrer nos quadros
acompanhados de processo inflamatoério, a hipofibrinogenemia, apesar de rara, pode ser
observada em animais com coagulag¢do intravascular disseminada e faléncia multipla dos
orgaos (9). Outro achado importante em pacientes com sindrome c6lica € a azotemia pré-renal
causada pela hipovolemia gerada pela desidratacdo, que leva a diminuicao do fluxo sanguineo
renal e a diminui¢do da taxa de filtracao glomerular (3, 16).

Os valores de referéncias que a maioria dos clinicos e cirurgides brasileiros considera
para varidveis fisicas e bioquimicas sdo aquelas obtidas a partir de pesquisas realizadas em
outros paises. Entretanto, ndo a divida de que o ideal seria realizar comparagdes com
parametros obtidos em equinos de ragas semelhantes, e que desenvolvem determinada
atividade fisica. O objetivo desse estudo foi verificar a etiologia dos casos de sindrome célica
em equinos participantes em eventos de vaquejada realizadas no Estado do Rio Grande do
Norte (Brasil); descrever a ocorréncia de alteracdes manifestadas nas varidveis fisicas e
bioquimicas desses animais, assim como determinar os limites de referéncias de algumas
dessas varidveis para animais que desenvolvem essa atividade equestre.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em eventos de vaquejada ocorridos no Estado do Rio Grande do
Norte (Brasil), escolhidos a partir de registros disponibilizados nos sites
www.vaquejada.com.br e www.portalvaquejadas.com.br, e que ocorreram no periodo entre
agosto de 2009 a abril de 2010. Os eventos foram escolhidos de acordo com a concordancia
de participagdo do proprietdrio, localizacao (facilidade de acesso) e dimensdao do evento.
Desse modo, foram visitados 15 eventos de vaquejada em 12 parques particulares, localizados
em sete municipios no Estado do Rio Grande do Norte.

Participaram nos eventos um total de 2.061 equinos, sendo 1.433 machos e 628 fémeas,
com idade entre 1,4 e 30 (8,243,5) anos, de diferentes racas [Quarto de Milha (62,0%), Paint
Horse (4,0%), mesticos (31,5%) e outras (2,5% - Appaloosa, Arabe, Puro sangue inglés ou
Crioulo)]. Do total de 2.061 equinos acompanhados, 13 animais apresentaram episédios de
sindrome célica durante a permanéncia nos parques de vaquejada.

De forma a cumprir os objetivos propostos, todos os animais que compareceram aos
eventos selecionados foram submetidos a avaliacdo fisica e, quando permitido pelos
proprietarios ou responsaveis pelos equinos, foi realizada coleta de sangue para determinagao
dos valores das varidveis bioquimicas: proteinas séricas totais, magnésio (Mg), creatinina,
fibrinogénio e albumina. Com o surgimento do quadro clinico de sindrome cdélica, os 13
animais acometidos foram submetidos a exame fisico e amostras de sangue foram coletadas
para determinacgdo das varidveis bioquimicas anteriormente mencionadas.

O diagnéstico de sindrome célica se baseou na verificagdo de varidveis ja amplamente
descritas na literatura cientifica (7, 10), sendo avaliados FC, FR, TEC, colora¢do das mucosas,
grau de hidratagcdo, auscultacdo da motilidade intestinal e grau de dor. Todos os animais
foram submetidos a palpacdo retal e a passagem de sonda nasogdstrica. Para a avaliacdo da
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coloragdo das mucosas, foi utilizada a classificacdo que considera as categorias rosa palida,
rosada, palida, vermelha, ictérica e cianética, sendo considerada como normal a coloragdo
rosa palida ou rosada (5, 12). O grau de dor foi classificado em discreto, moderado e intenso,
baseado nas mimicas exibidas pelos animais durante o episddio da afec¢do (5). A motilidade
intestinal, classificada como hipomotilidade, hipermotilidade ou atonia abdominal (5, 15), foi
determinada mediante auscultacdo da intensidade e frequéncia dos borborigmos nos planos
anatdmicos direito e esquerdo (fossa paralombar e regido ventral do abdomen). Os valores de
normalidade das varidveis FC, FR e TEC, utilizados como referéncia, foram definidos a partir
de dados obtidos a partir de 2.048 animais de vaquejada.

Apos a identificagdo dos casos de sindrome cdlica, foram obtidas informacdes a partir
da aplicacdo de um questiondrio, com questdes referentes ao manejo durante a vaquejada
(fornecimento de concentrado e volumoso, fonte e frequéncia do fornecimento de &4gua,
vacinagdo, vermifugacdo, casqueamento, ferrageamento e atividade fisica), transporte, e do
quadro clinico apresentado (anamnese, historico anterior de sindrome célica e realizagdo de
mudancas na alimentacdo nos ultimos 15 dias que antecederam o problema).

Amostras de sangue foram obtidas por pun¢do da veia jugular, apds antissepsia local
com dlcool iodado. Tubos vacutainer (0,5 mL de anticoagulante e 4,5 mL de sangue total)
com 3,8% de citrato de sédio (0,199 mol/L) foram utilizados para obtencdo do plasma.
Adicionalmente, outros 10 mL de sangue total foram obtidos em tubo vacutainer sem
anticoagulante para obtencdo de soro. As amostras de plasma foram homogeneizadas e
centrifugadas a 1.752 g durante 10 minutos, para determinacdo do fibrinogénio. Ja as
amostras de soro foram homogeneizadas e centrifugadas a 1.752 g durante 10 minutos para
determinacdo das varidveis proteinas totais, magnésio, creatinina e albumina. Na sequéncia,
aliquotas de plasma e soro foram acondicionadas em eppendorf e congeladas a —20°C até
posterior andlise. As varidveis proteinas séricas totais (método de Biureto), magnésio (método
de Mann Hoe), creatinina (método de cinética colorimétrica), albumina (método de verde de
Bromocresol) foram quantificadas em aparelho automadtico, mediante a utilizacdo de kits
bioquimicos e o fibrinogénio (método de precipitagio em 56-58°C) por refratometria. Da
mesma forma que realizado para as varidveis fisicas, os valores de normalidade para essas
varidveis, utilizados como referéncia, foram obtidos a partir de dados determinados em 2.048
animais de vaquejada.

Valores de normalidade foram definidos para varidveis fisicas (FC, FR e TEC) e
bioquimicas (proteinas séricas totais, magnésio, creatinina, albumina e fibrinogénio) obtidas a
partir dos resultados determinados nos 2.048 animais presentes nos parques de vaquejada,
excetuando-se aqueles que durante os eventos apresentaram sindrome colica, uma vez que ja
poderiam estar ocorrendo alteracdes nessas varidveis.

As varidveis qualitativas foram analisadas de forma descritiva mediante utilizacdo da
média aritmética, porcentagem e do coeficiente de variacdo. Os dados referentes a varidveis
quantitativas foram analisados por meio do cdlculo de medidas de posicao (média, mediana,
quartis 25% e 75%, limite superior e limite inferior) e de dispersao (desvio padrao, coeficiente
de variacdo, varidncia, amplitude total, desvio interquartilico) e apresentadas em tabelas e
grificos do tipo Box-plot. Para os animais que apresentaram sindrome coélica durante o
evento, os valores médios das varidveis, antes e durante o episddio de célica, foram
comparados utilizando o teste t para amostras pareadas. Todas as anédlises foram realizadas
considerando um nivel de significAncia de 5%. O teste t para amostras pareadas e os graficos
Box-plot foram  realizados pelo programa  Minitab, Versao 16, 2010
(http://www.minitab.com/products/minitab, State College, PA), ji os dados para as andlises
descritivas foram processados no programa Excel, versdao 2007 (Microsoft Office®,
Microsoft).
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RESULTADOS

O periodo de tempo em que os animais permaneceram nos parques de vaquejada variou
entre 5 a 7 dias. Dos casos de sindrome cdlica acompanhados, sete (54,0%) ocorrerem em
machos e seis em fémeas (46,0%), com idade entre 3 e 19 (8,1+4,2) anos, peso entre 300 e
450 (389+49,0) kg e das racas Quarto de milha (69,0%), Paint horse (15,5%) ou os animais
eram mesti¢os (15,5%). Dos 13 animais que apresentaram sindrome célica, dois (15,3%)
haviam sido transportados em horario quente do dia e logo apds a alimentacdo. Ao chegarem
ao parque, os equinos foram conduzidos a tanques comunitdrios para beber dgua e tomar
banho. Na sequéncia, foram colocados em pequenos cercados, onde permaneceram durante
todo o evento.

No parque o concentrado era fornecido em cochos suspensos de madeira ou borracha
em periodos de repouso dos animais. Entretanto, quatro (30,7%) proprietarios
disponibilizavam o alimento imediatamente antes das corridas. Um dos animais acometido
possuia o habito de derrubar o concentrado no chdo e consumi-lo diretamente no solo. A dgua
era fornecida em baldes ou tonéis dispostos nos préprios caminhdes, ou os animais eram
levados aos tanques comunitdrios dos parques de vaquejada. Em um dos parques, onde
aconteceram duas vaquejadas de grande dimensado, foi constatado que a dgua era de ma
qualidade, evidenciada macroscopicamente pelo aspecto, cor e odor, assim como pela
relutdncia dos animais em bebé-la, de forma que vdrios proprietarios compraram agua de
caminhdes-pipa para fornecer aos animais durante sua permanéncia no parque.

Os resultados referentes aos valores de normalidades definidos para as varidveis fisicas
(FC, FR e TEC) e bioquimicas (proteinas séricas totais, magnésio, creatinina, albumina e
fibrinogénio), dos 2.048 animais presentes nos parques de vaquejada estdo apresentados nos
Tabelas 1 e 2. Os valores para FC, FR e TEC foram 36-52 (42+5,0) bpm, 12-28 (20+6,2)
resp/min e 1-2 (2,0+0,2) segundos, respectivamente. A dispersdao dos dados pode ser
observada na Figura 1. Para as varidveis bioquimicas foram observados para proteina total,
albumina, fibrinogé€nio, creatinina e magnésio valores de 5,0-8,0 (6,2+0,7) g/dL, 2,5-3,8
(2,74£0,3) g/dL, 1,0-4,8 (3,3+1,0) g/dL, 1,2-2,0 (1,6+0,2) mg/dL e 1,2-3,0 (2,3+0,6) mg/dL,
respectivamente. A dispersao dos resultados estd apresentada na Figura 2.

Os equinos com quadro de sindrome célica receberam atendimento imediato, apds
solicitacdo do responsdvel. Os tratamentos realizados pelos veterindrios plantonistas nos
eventos envolveram lavagem gastrica, hidratagdo intravenosa e administracdo de analgésicos
e anti-inflamatérios nao esteroides. Os resultados referentes a avaliagdo fisica individual estao
resumidos na Tabela 3. Houve importante altera¢do nas varidveis FC (p<0,01), FR (p=0,003)
e TEC (p<0,01). Antes do episddio de cdlica, os valores médios dessas varidveis foram 42,2
bpm, 27,0 resp/min, e 1,8 segundos, respectivamente. Apds iniciado o quadro clinico, esses
valores foram 54,3 bpm, 39,3 resp/min e 2,9 segundos, respectivamente.

Inicialmente as mucosas de nove animais se apresentaram rosadas (69,3%) e nos demais
rosa palidas (30,7%). Com o surgimento do quadro de sindrome célica todos os equinos
apresentaram a colora¢do rosada, que permaneceu até a remissdo do quadro clinico. A
alterac@o na coloragdo da mucosa antes e apds o episddio de cdlica foi significativa (p=0,03).
Nove equinos (69,3%) apresentaram dor moderada e quatro (30,7%) discreta. Quanto a
auscultacdo abdominal, quatro (30,7%) apresentaram hipomotilidade cecal e os demais
hipomotilidade do célon maior. Os achados fisicos foram compativeis com compactacdo do
c6lon maior (n=9, 69, 3%) e distensdo gastrica (n=4, 30,7%), que foram confirmados pela
palpacdo retal e observacdo das caracteristicas das fezes ou pela passagem de sonda
nasogastrica, respectivamente.
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Os resultados referentes aos valores individuais no que se refere as varidveis
bioquimicas dos animais que apresentaram sindrome célica durante a sua estadia nos parques
de vaquejada estdao apresentados no Tabela 4. Antes do episddio de célica os valores médios
de proteina total, albumina, fibrinogénio, creatinina e magnésio foram de 6,9g/dL, 2,6g/dL,
3,3g/dL, 1,6mg/dL e 2,0mg/dL, respectivamente. Apds iniciado o quadro de sindrome cdlica,
esses valores foram de 6,9g/dL, 2,6g/dL, 3,4g/dL, 1,7mg/dL e 2,1mg/dL, respectivamente.
Diferentemente do que ocorreu com as varidveis fisicas, nao houve diferenca (p>0,05) entre
as médias dos dados dos valores das caracteristicas bioquimicas avaliadas antes e apds o
surgimento do quadro de cdlica.

DISCUSSAO

A avaliacdo da distribui¢do dos dados na populacdo sadia estudada, referentes as
varidveis fisicas revelou homogeneidade (pelo coeficiente de variagdo) da distribuicao dos
dados, com concentragdo dos mesmos em torno da mediana. Os valores de referéncia
observados nos equinos para FC foram superiores aos descritos por Loving (6), entretanto os
encontrados para FR e TEC foram semelhantes aos relatados por Loving (6), Southwood (9) e
Lehuby (17). Os maiores valores de FC podem ter sido provocados pelo estresse ambiental (2,
18). Na andlise das varidveis bioquimicas, os valores de creatinina e proteina total
apresentavam distribuicdo mais homogénea, com concentracdo em torno da mediana. Por
outro lado, os valores de albumina, fibrinogénio e magnésio, apesar de apresentarem
homogeneidade, demonstraram maior dispersdao. Os valores de referéncia obtidos para todas
as varidveis bioquimicas avaliadas foram semelhantes aos descritos por Kaneko et al. (19).

Tabela 1. Estatistica descritiva dos dados das varidveis fisicas obtidas de 2.048 equinos
utilizados nas provas de vaquejada

Variaveis FC FR TEC
(bpm) (resp/min) (seg)

Valores minimos € mdximos 36-52 12-28 1-2
MédiatDesvio padrao 42450 20+6,2 2,0+0,2
Coeficiente de variacdo 12,0 31,4 10,6
Mediana 40 20 2
Amplitude total 16 16 1
Primeiro quartil 25% 38 14 2
Terceiro quartil 75% 44 26 2
Desvio interquartilico 6 12 0,0
Variancia 25,5 394 0,0
Erro padrao 0,1 0,1 0,0

Apesar do pequeno nimero de equinos acometidos com o quadro de sindrome cdlica,
foi possivel avaliar vérios pontos criticos no histérico dos animais, que atuando isoladamente
ou em conjunto, podem ter contribuido para o surgimento dos casos clinicos. Como exemplos
associados a sindrome célica (20, 21), destacam-se o transporte em horarios quentes do dia, o
baixo consumo de dgua devido a demora na reposi¢dao ou a ma qualidade da mesma, ingestao
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de concentrado antes da atividade fisica, estresse devido a mudanca de ambiente e o
confinamento.

Tabela 2. Estatistica descritiva dos dados das varidveis bioquimicas obtidas de 2.048 equinos
utilizados nas provas de vaquejada

Varidveis Creatinina  Proteina  Albumina  Fibrinogénio = Magnésio
(mg/dL) (g/dL) (g/dL) (g/L) (mg/dL)
Valores minimos e 1,2-2,0 5,0-8,0 2,5-3,8 1,0-4,8 1,2-3,0
maximos
MédiatDesvio padrao 1,6+0,20 6,2+0,7 2,77+0,3 3,38+1,0 2,3+0,6
Coeficiente de variagcdo 13,4 12,2 11,4 30,5 26,9
Mediana 1,5 6,2 2,7 4,0 2,5
Amplitude total 0,7 3,0 1,3 3,8 1,8
Primeiro quartil 25% 1,4 5,6 2.5 2,7 1,8
Terceiro quartil 75% 1,7 6,7 2,9 4,0 3,0
Desvio interquartilico 0,3 1,1 0,4 1,3 1,1
Variancia 0,0 0,5 0,1 1,0 0,4
Erro padréao 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Figura 1. Distribuicdo das varidveis frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR) e
tempo de enchimento capilar (TEC) em equinos de vaquejada. A linha no interior dos boxes
corresponde a 50% dos dados (mediana); as linhas que delimitam os boxes na parte superior e
inferior correspondem ao percentil 75% e 25%, respectivamente. Os limites das linhas
externas aos boxes indicam os valores maximos e minimos.
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Figura 2. Distribuicdo das varidveis creatinina, proteina total, albumina, fibrinogénio e
magnésio em equinos de vaquejada. A linha no interior dos boxes corresponde a 50% dos
dados (mediana); as linhas que delimitam os boxes na parte superior e inferior correspondem
ao percentil 75% e 25%, respectivamente. Os limites das linhas externas aos boxes indicam os
valores mdximos € minimos.

Tabela 3. Valores individuais, média e desvio padrao de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR), e tempo de enchimento capilar (TEC) em treze equinos de vaquejada,
obtidos antes e durante o episddio de sindrome célica

Episodio de célica

Variaveis
FC (bpm/min) FR (resp/min) TEC (seg)
Animais Antes Durante  Antes Durante Antes Durante
1 32 47 23 26 1 2
59T 59T 40T 40T 2 3T
3 44 58T 16 46T 2 3T
4 38 60T 29T 46T 2 3T
5 40 48 16 40T 2 3T
6 40 547 327 32T 1 3T
7 40 48 24 30T 2 3T
8 36 60T 32T 36T 2 3T
9 44 56T 28 48T 2 3T
10 44 52 24 48T 2 3T
11 40 48 28 24 2 3T
12 48 60T 24 52T 2 3T
13 44 56T 36T 447 2 3T
Média+DP 42,246,5 54,3+5,1% 27,1¢7,0 39,4+9,1% 18403  2.9+02*
CV 15,40 9,50 25,90 23,00 20,30 9,50

* p<0,05. As setas refletem o aumento (T) ou diminuicao () do valor das varidveis em
func¢do dos limites de referéncia para equinos de vaquejada. DP = desvio padrao.

Dias RVC. et al. Avaliagao fisica e laboratorial da sindrome cdlica de equinos em parque de
vaquejada. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 658-672.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 667

Tabela 4. Valores individuais, média e desvio padrdao das varidveis proteinas totais, albumina,
fibrinogénio, creatinina e magnésio em treze equinos de vaquejada, antes e durante o episddio
de sindrome cdlica

Animais Prpteinas Albumina Fibrinogénio Creatinina Magnésio
totais (g/dL) (g/dL) (g/L) (mg/dL) (mg/dL)
Antes Durante = Antes Durante Antes Durante Antes Durante  Antes Durante
1 7,5 71,3 2,5 2,8 2,6 3 1,5 1,4 1,7 2
2 64 65 231 3 3,1 3 2 1,7 15 2
3 7.4 7,3 2,44 2,7 4 4,2 2,07 1,7 2,7 3
4 6 6,1 2,8 2,7 2,9 2,3 2,07 1,5 2,7 1,5
5 7,3 7 2,8 2,20 4.4 4,1 1,8 1,7 1,7 1,4
6 7,8 8 3,1 2,20 4,6 4,4 1,4 1,6 1,5 1,7
7 6,8 7 2,8 2,5 2,7 2,2 1,5 2,1 1,7 2
8 7 7,1 2,7 2,14 3,9 4 1,6 2,1 1,7 2
9 6,5 6,7 2,5 1,9 2,2 2,5 1,7 1,7 2 2,8
10 6 6,2 2,44 3,1 3,1 3 1,6 1,4 1,9 1,6
11 6,2 6,3 2,44 2,9 2,1 3 1,7 1,5 2,7 2,6
12 7,8 8 27 31 48 47 10l 22 19 3
13 7 7,2 2,6 3 3,6 3,8 1,4 1,2 2,6 2,7

MédiatDP ¢ 9,06 69406 26402 2604 33209 34208 1602 17403 2.0+04 2.1£05

CV 9,3 8,7 8,8 153 26,6 24,6 17,9 17,4 223 25,5

As setas refletem o aumento (T) ou diminui¢do (J/) do valor das varidveis em funcdo dos limites de referéncia
para animais de vaquejada. DP = desvio padrio; CV = coeficiente de variacao.

A distribui¢do dos casos de sindrome cdélica foi muito semelhante entre machos e
fémeas, ainda que na populacdo estudada, o niimero total de machos presentes nos eventos foi
superior ao dobro da quantidade de fémeas. Para demonstrar maior risco da sindrome em um
determinado sexo € preciso calcular a incidéncia da afeccio em machos e fémeas e realizar
comparacdes. Estudo ndo revelou associacdo entre a sindrome e o sexo dos animais (22).

A maior frequéncia da sindrome c6lica em animais da raga Quarto de Milha foi devido
ao fato dessa raga ser a mais comumente utilizada para as atividades de vaquejada, ja que
exige esforco fisico de alta intensidade, de curta duracdo com rdpida largada e mudanca de
direcdo, além de paradas abruptas (1). Mariz et al. (23) estudaram a ascendéncia genealdgica
de equinos dessa raca usados durante competi¢des de vaquejada, e observaram que, na
maioria das vezes, os equinos utilizados na atividade sdao produtos do acasalamento entre
animais de tipos produtivos de trabalho e corrida. Estudo epidemioldgico transversal realizado
por Dias (24) em animais de vaquejada ndo apontou a varidvel raca como associada a cdlica.

A ma qualidade da 4gua, determinada macroscopicamente, com consequente baixa
ingestdo pelo animal, esteve provavelmente envolvida nos seis casos de sindrome célica
devido a compactacdo do célon maior. Nos demais, a ingestdo de areia (n=1) e o transporte
(n=2) foram os provaveis fatores implicados. J4 o fornecimento de concentrado momentos
antes da corrida ou o aumento de sua quantidade resultou em dilatacdo géstrica nos outros
quatro animais. De acordo com Samaille (25) e Kaya, Sommerfeld-Stur e Iben (26), a
ocorréncia de sindrome célica aumenta quando a dgua € de ma qualidade ou é oferecida em
quantidades restritas, levando a uma ingestdo didria inferior a necessdria, que é de 2 a 3
litros/kg MS para um animal de 500 kg (27). Temperatura e umidade ambientais, idade e
intensidade da atividade fisica podem aumentar esses valores até 10 litros/kg MS, devido a
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maior perda de dgua corporal, principalmente pela sudorese (28). A reducdo na ingestao de
dgua acarreta desidratacdo da digesta, e aliada ou ndo a uma dieta rica em fibras de baixa
digestibilidade favorece o surgimento da célica por compactagdao do intestino grosso (4, 8,
29).

O envolvimento do transporte com a ocorréncia de sindrome célica ja foi descrito por
alguns pesquisadores (20, 30), principalmente se realizado 24 horas antes do quadro (30). No
presente estudo, o sinal de abddomen agudo relacionado com o transporte foi manifestado em
até 2 horas apds a chegada dos dois animais acometidos ao parque, que viajaram sem realizar
paradas de descanso, em hordrios quentes do dia e apds se alimentarem. A associagdo do
transporte com alteragdes simultaneas no manejo, confinamento, jejum hidrico e alimentar
pode favorecer ainda mais o aparecimento da sindrome (20).

A gravidade da dor apresentada pelo animal depende da duragdo da afec¢do, do
temperamento do animal e da medicac¢do previamente administrada. A dor manifestada pelos
equinos foi decorrente da distensdo, acimulo de gases, mas também da ansiedade,
caracteristica de situacdes de menor gravidade, onde o equino suporta a sensa¢do dolorosa e
apresenta apenas desconforto abdominal (7, 31). Apesar dos processos estrangulantes e ileo
serem possiveis causas da hipomotilidade (31), a redu¢do da frequéncia dos borborigmos
verificada nos animais do presente estudo esteve associada a distensdo e a compactacdo, ja
que as alteragdes nas demais varidveis clinicas ndo foram demasiadamente graves.

Em um animal que apresentou sindrome cdlica, o valor da FC ja estava acima (59 bpm)
do considerado como fisiolégico para equinos de vaquejada. Ainda que aumentos discretos
sejam esperados devido ao estresse (18), alteracdes nessa varidvel também sdo
frequentemente decorrentes da dor e de alteracdes cardiovasculares devido a hipovolemia,
toxemia (9, 17) e liberagdo de mediadores inflamatoérios (32). Uma vez iniciado o quadro de
c6lica, houve um importante aumento nessa varidvel em sete animais. De acordo com White
(33), existe associacao entre FC e a gravidade do quadro clinico de célica, mas o valor dessa
variavel clinica pode estar préximo do normal na fase inicial da sindrome. Portanto, levando
em consideracdo apenas os valores de FC apresentados pelos animais, a gravidade da
sindrome variou de discreta a moderada (6, 17, 34), j4 que todos os casos evoluiram para
melhora do quadro. Por outro lado, é importante destacar que esses animais foram tratados
com analgésicos, o que pode, em parte, ter mascarado o agravamento do quadro. Entretanto, é
amplamente conhecido que cdlicas graves, particularmente as cirdrgicas, ndo respondem ou
respondem de forma muito superficial a analgésicos ndo esteroidais.

A excecdo de cinco (38,5%) animais, os valores de FR estiveram dentro do considerado
como fisiolégico para equinos de vaquejada (valores obtidos no presente estudo) antes do
inicio do quadro de sindrome célica. Elevacoes fisiol6gicas podem ocorrer de forma discreta
em consequéncia do estresse (18), assim como da atividade fisica (2), e de alteragdo na
umidade e temperatura do ambiente (6, 28). Apds iniciado o quadro de abdéomen agudo, os
valores se mantiveram elevados. Esse aumento pode ser devido a varios fatores como
excitacdo, dor, choque, acidose metabdlica e distensdo do estdmago, ceco ou célon (17, 31).
Pedrosa (11) menciona que valores superiores a 30 resp/min estdo associados a dor de
moderada a intensa, enquanto que Lehuby (17) relata que FR entre 20 e 40 resp/min sio
caracteristicas de codlica de discreta a moderada gravidade. No presente estudo, o aumento
dessa varidvel acima dos valores de referéncia (12 a 28 resp/min) foi possivelmente devido ao
quadro de dor discreta a moderada, assim como pela distensdo visceral, ainda que com
evolucao satisfatoria. Adicionalmente, o estresse pode ter agravado a alteracao.

O tempo de enchimento capilar reflete o estado circulatério do organismo animal,
servindo para estimar a volemia e o débito cardiaco. Todos os animais apresentavam valores
de TEC dentro da normalidade para equinos de vaquejada (até dois segundos), antes de
apresentarem sinal clinico de sindrome c6lica. Uma vez iniciado o quadro, apenas um equino

Dias RVC. et al. Avaliagao fisica e laboratorial da sindrome cdlica de equinos em parque de
vaquejada. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 658-672.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 669

manteve o valor dentro dos limites de referéncia. O aumento observado em 12/13 (92,3%)
animais, possivelmente indica circulag¢do periférica comprometida, hipovolemia ou perda de
liquido do espaco intravascular (9, 17). O pronto atendimento dos equinos foi fundamental
para evitar o agravamento do quadro, ji que o diagndstico acurado e a adequada terapia
instituida favorecem o progndstico da sindrome (9, 33).

A coloracdo das mucosas é um indicador do estado circulatério e da toxemia. Tanto no
inicio dos processos ndo estrangulantes quanto dos estrangulantes, as mucosas podem se
apresentar rosa palidas, mas dependendo da gravidade do quadro, grau de desidratagdo,
endotoxemia e hip6xia, podem evoluir até ciandticas (4, 7, 31). A alteracdo na coloragdo das
mucosas de rosa palidas para rosadas sugere um quadro de melhor progndstico, ja que quanto
maior for a alteragao circulatéria, mais alterada estard essa coloracgao (7).

Os valores da varidvel proteina total e da albumina podem revelar desidratacdo e
hemoconcentragdo no equino com sindrome coélica (35), sendo importante no progndstico da
afeccdo, particularmente dos casos cirurgicos (36). Todos os valores das proteinas séricas
totais estiveram dentro da normalidade (5,0-8,0g/dL), apds o inicio do quadro, além disso, ndao
foram observadas alteracdoes no grau de desidratacdo dos pacientes. J4 a concentracdao da
albumina se encontrava dentro dos limites de referéncia (2,5-3,8g/dL) ou discretamente
abaixo (4/13, 30,7%), o que pode estar associado a perda para o trato gastrointestinal (37). O
fibrinogénio € uma importante glicoproteina de fase aguda, produzida em quantidade elevada
pelo figado durante afec¢des inflamatorias e infecciosas (15). Aumento moderado no valor
dessa variavel pode ser indicativo de alguma alteragao recente, enquanto concentragdes mais
elevadas apontam para alteragdes graves e avangadas (37). Ainda que seja frequente o
aumento de discreto a moderado na concentracdo dessa proteina nos quadros iniciais de
cOlica, em decorréncia da resposta inflamatéria de fase aguda (35), no presente estudo os
valores de fibrinogénio se encontravam dentro da normalidade (1,0 a 4,8 g/L) para animais de
vaquejada, tanto antes quanto depois de iniciado o quadro de sindrome célica.

Antes e depois do episddio de sindrome cdlica, a creatinina permaneceu dentro ou um
pouco acima dos valores de normalidade (1,2-2,0 mg/dL). Segundo Groover et al. (38), em
animais com afec¢des gastrointestinais primaérias, a elevacao dos valores de creatinina sugere
hipovolemia ou disfun¢do renal, e o progndstico de animais cuja azotemia é resolvida dentro
de 72 horas de tratamento € mais favordvel do que daqueles com azotemia persistente.
Nenhum dos equinos apresentou desidratacdo clinica, mas a discreta elevacdao do TEC e dos
valores de creatinina sao indicativos do inicio de hipovolemia.

Quanto a varidvel magnésio, a excecdo dos trés equinos com discreta elevagdo da
concentracdo, a maioria dos animais apresentou valores de magnésio dentro dos limites de
normalidade (1,2-3,0 mg/dL) tanto antes quanto depois de iniciado o quadro de sindrome
colica. Quando intensa, a hipermagnesemia € mais preocupante do que a reducdo desse ion, ja
que de acordo com Dukti e White (39), estd comumente associada a reduc¢do na taxa de
sobrevivéncia dos equinos, em decorréncia da desidratacdo e do desequilibrio dcido-base (16).

Outras varidveis como lactato, glicose, cdlcio i6nico (iCa2") sdo importantes na
avaliacdo do equino com sindrome cdlica, ja que se considera como frequente a observacao de
elevacdo nos valores de lactato, especialmente em animais com acidose metabdlica (40) e
niveis altos de glicose associados a existéncia de lesdes cirdrgicas, o que geralmente indica a
presenca de segmentos intestinais gravemente comprometidos (41). O iCa2" é importante na
manutencao da fun¢ado visceral e da vascular da musculatura lisa; hipocalcemia pode retardar
o retorno da motilidade intestinal normal e da resposta vascular (42). No presente estudo,
essas varidveis seriam mensuradas, mas por problemas no armazenamento das amostras, nao
foi possivel determinar seus valores.

Apesar de algumas varidveis bioquimicas ndo se apresentarem dentro dos limites de
referéncia apds iniciado o quadro de sindrome colica, ndo foram observadas alteragdes
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significativas quando as amostras foram comparadas antes e depois de iniciado o quadro,
provavelmente devido a discreta gravidade dos casos, rapidez no diagndstico e introducao da
terapia intensiva, como também pelo fato das amostras de sangue terem sido obtidas no inicio
do quadro clinico, ndo havendo tempo suficiente para a manifestacdo de alteragdes.

CONCLUSOES

A determinagdo de valores de referéncia para varidveis fisicas e bioquimicas em animais
manejados no Brasil € fundamental para veterindrios que atuam na clinica pratica, pois
comumente sdo utilizados como referéncia aqueles definidos para animais criados em outros
paises ou em diferentes regides geograficas.

Ainda que a sindrome cdlica possa acarretar alteragcdes importantes em varidveis fisicas
e bioquimicas como proteinas totais, albumina, fibrinogé€nio, magnésio e creatinina, essas
podem se manter proximas ou dentro dos limites de normalidade em animais com
compactagdo e distensdo gastrica, se a afeccdo for diagnosticada precocemente e se essas
varidveis forem mensuradas na fase inicial do quadro clinico.

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterindria da
Universidade Federal de Vicosa (DVT/UFV) em 31 de julho de 2008.
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RESUMO

O uso de sémen refrigerado é uma boa op¢do na rotina clinica de inseminacao, sendo
um método préatico e barato que permite melhor preservagao da fertilidade quando comparado
ao sémen congelado. Contudo, o periodo de sobrevivéncia dos espermatozoides € curto. A
adicdo de moléculas antioxidantes ao meio de diluicdo pode reduzir o estresse oxidativo
durante o armazenamento e assim melhorar sua qualidade. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da adicdo da catalase e vitamina C ao diluente sobre a qualidade do sémen
canino refrigerado. Para isso foram utilizados cinco cdes com idade variando de 2 a 5 anos, e
cinco com mais de sete anos. O sémen foi colhido e dividido em trés amostras para a
refrigeracdo nos meios controle (sem adicdo de antioxidante), com adi¢do de vitamina C e
com adicao de catalase. Antes e apds a refrigeracdo as amostras foram analisadas através do
sistema computadorizado CASA, da andlise da morfologia espermatica e da integridade das
membranas plasmatica e acrossomal. No presente trabalho a tnica varidvel que se beneficiou
da acdo dos antioxidantes foi a integridade do acrossomo nas amostras de s€émen resfriado
obtidas de animais idosos. Além disso, neste mesmo grupo a concentragdo de catalase
utilizada parece ter tido um efeito deletério sobre parametros da motilidade espermatica. Estes
resultados reforcam a evidéncia de variagdes individuais na resposta a refrigeracao
espermdtica e indicam a necessidade de um maior nimero de estudos envolvendo animais
com idades diferentes.

Palavras chave: antioxidante, sémen refrigerado, cao

SUPPLEMENTATION OF VITAMIN C AND CATALASE FOR COOLING YANG
AND AGED DOG’S SEMEN

ABSTRACT

The use of cooled semen is anoption for clinical practice, since it’s a practical and
inexpensive method, which allows a god preservation of fertility. However, spermatozoa
stored under refrigeration conditions become aged, losing fertilizing capacity. The
addition of antioxidant molecules tocooling extenders could reduce oxidative stress during
storage improving semen quality. The goal of this study was to analyze the effects of the
addition of catalaseand vitamin C over the quality of refrigerated semen. Semen from five
dogs aging between 2 to 5 years and five with more than 7 years was used. After collection
the ejaculates were divided into three samples, one diluted in the cooling extender (control
without antioxidant), another diluted in the extender with vitaminC, and the last with extender
with catalase. Before and after cooling all samples were analyzed by Computer Assisted
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Semen Analysis (CASA), sperm morphology and analysis of the plasmatic and acrosomal
membrane integrity. In this study the only variable that has benefited from the action of
antioxidants was the acrosome integrity in cooled samples obtained from aged animals. In
addition, in this same group the concentration of catalase used seems to have had a deleterious
effect on sperm motility parameters. These results provide additional evidence of individual
variations in response to cooling suggesting the need for a larger number of studies involving
experimental animals of different ages.

Keywords: antioxidant, cooled semen, dog

INCORPORACION DE VITAMINA C Y CATALASA ENLA REFRIGERACION DE
SEMEN DE PERROS JOVENES Y VIEJOS

RESUMEN

El interés en las técnicas de preservacion de los espermatozoides y de la inseminacién
artificial ha crecido mucho en todo el mundo. La utilizacién del semen refrigerado es una
opcidn para el uso en la rutina clinica, ya que es un método practico, mds barato, que preserva
mejorla fertilidad y con el cual la inseminacién puede ser hecha por la via transvaginal. La
principal desventaja del uso del semen refrigerado es el corto periodo de supervivencia de los
espermatozoides, siendo necesaria la utilizaciéon de la muestra en aproximadamente 4,9 dias
después de la colecta. La incorporacién de moléculas antioxidantes en el diluyente de semen
refrigerado podria reducir el impacto del estrés oxidativo durante el proceso de
almacenamiento espermadtico y asi mejorar la calidad del semen, propiciando un mayor
tiempo de supervivencia de los espermatozoides y la disminucion de la dosis de inseminacion.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la incorporacién de la catalasa
y de la vitamina C en el diluyente sobre la calidad del semen refrigerado de perros y comparar
estos antioxidantes, enzimaticos o no (catalasa x vitamina C), en la calidad de semen
refrigerado de perros. Para esto fueron utilizados 10 perros, cinco de ellos con edad entre 2 y
5 afios (jovenes) y cinco con mds de siete afios (mayores). El semen fue colectado por
manipulacién digital del pene, en embudo de plastico, acoplado en un tubo pléstico graduado.
El semen de todos los animales fue analizado utilizando la prueba hipoosmética, marcadores
fluorescentes, sistema computadorizado CASA, andlisis de la morfologia espermadtica e
integridad acrosomal. Después, el semen fue dividido en tres muestras con el fin de ser
sometidas a refrigeracion a 5°C por 96 horas en los medios de refrigeraciéon control (sin
incorporacion de antioxidante), con incorporacién de vitamina C y con adicion de catalasa.
Después de este periodo de refrigeracion los andlisis fueron repetidos en todas las muestras.
Los resultados fueron evaluados por el andlisis de variancia y las diferencias fueron
verificadas por la prueba de Tukey, siendo el nivel de significancia adoptado de 5%. Los
resultados obtenidos demuestran que la tnica variable que fue beneficiada por la accién de los
antioxidantes fue la integridad acrosémica. Se concluye que los oxidantes vitamina C y
catalasa no actuaron positivamente en el proceso de refrigeracion de semen de perros jovenes
y mayores.

Palabras clave: antioxidantes, semen refrigerado, perro
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REVISAO DE LITERATURA

A técnica de inseminacdo artificial (AI) em caes pode ser utilizada como um meio
alternativo a cobertura natural. Para sua realizacdo deve-se coletar, analisar e preservar o
sémen. O interesse nas técnicas de preservacdo da célula espermadtica e de IA em caes vem
crescendo e novas tecnologias estdo sendo estudadas em todo mundo (1).

Sabe-se que o uso de sémen congelado para a IA permite a preservacdo dos gametas por
tempo ilimitado e possibilita, com isso, a multiplicacio de potenciais genéticos valiosos.
Contudo, em cdes, a taxa de prenhes apds a IA usando s€émen congelado € insatisfatéria. Além
disto, a inseminacdo com sémen congelado ¢ um procedimento sofisticado e necessita de
técnicas e equipamentos especificos, uma vez que a deposicao de s€men deve ser intrauterina
(1).

O uso de sémen refrigerado seria, portanto, uma boa op¢ao para a aplicacdo clinica, ja
que possui menor custo, ¢ um método pratico, permitindo melhor preservagdo da fertilidade
erealizacdo da inseminacgdo via transvaginal. A limitacdo para o seu uso € o curto tempo de
sobrevivéncia dos espermatozdides armazenados(2). As maneiras existentes para prolongar
essa sobrevivéncia seriam a utilizacdo de meios diluentes adequados, que oferecam energia,
manuten¢do do pH e osmolaridade, protecdo da integridade do acrossomo e membrana
plasmética e diminui¢do do metabolismo dos espermatozdides através do armazenamento a
temperatura de 4 a 5 °C. Contudo, a fertilidade do s€men refrigerado s6 é mantida por 12 a 24
horas (2), necessitando assim de estudos para desenvolver um método que preserve o sémen
por 4 a 5 dias, a fim de possibilitar um periodo de transporte prolongado.

Um dos obsticulos a ser contornado seria a peroxida¢do lipidica a qual os
espermatozdides sdo submetidos durante o processo de refrigeracdo e armazenamento. O
inicio e propagacdo da peroxidacdo lipidica sao mediados pelos radicais livres, os quais sdo
definidos como qualquer 4tomo, grupo atdmico ou molécula que possui um elétron ndo
pareado, ocupando uma orbita externa. Estas substancias recebem o nome de espécie reativa
de oxigénio (ROS) e quando em contato com os 4cidos decosahexaendicos presentes na
membrana espermadtica ddo inicio a chamada cascata de peroxidacdo que causa perda de
fluidez da membrana e da capacidade de regular a concentragdo intracelular de ions
envolvidos no controle da homeostase espermatica (3).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes no ejaculado sdo produzidas pelos
espermatozdides e por leucdcitos (4,5). Contudo, os espermatozdides submetidos a
refrigeracdo e armazenamento se tornam envelhecidos e tendem a sofrer a peroxidacdo
lipidica, perdendo assim, algumas caracteristicas principais para a manuten¢do da sua
capacidade fertilizante.

As ROS podem causar, diretamente, a peroxidacdo lipidica, levando a queda na
motilidade espermética e danos protéicos e de dcido nucléico levando a apoptose e a morte
celular (6-8); ou indiretamente, causar estresse oxidativo devido a destruicdo dos
antioxidantes citoplasmaticos. Apesar disso, pequenas quantidades de ROS sdo necessérias
para a capacitacdo espermdtica (9) e processo de hiperativagdo (6, 10), sendo portanto,
fundamentais durante a fertilizacao.

As enzimas antioxidantes produzidas pelo organismo como a superéxido desmutase, a
catalase e a glutationaperoxidade sdo antioxidantes preventivos, por eliminarem as ROS
envolvidas na iniciagdo das reagdes em cadeia. A catalase é a enzima que ird catalisar
diretamente a decomposicdo do H,O, ao oxigénio no estado fundamental (11). O &cido
ascorbico (vitamina C) € um antioxidante ndo enzimadtico, que tem sido usado pela sua agdo
protetora contra o radical peroxil e também por proteger e regenerar a atividade da superéxido
desmutase e do tocoferol (vitamina E). As propriedades antioxidantes do dcido ascérbico
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permitem proteger as membranas celulares, proteinas, DNA e lipidios dos danos que as ROS
podem causar (12).

Com isso, sugere-se que a adicdo de moléculas antioxidantes no meio de diluicdo do
sémen refrigerado reduziria o impacto do estresse oxidativo durante o processo de
armazenamento espermatico e assim melhoraria a qualidade do sémen, propiciando um maior
tempo de sobrevivéncia dos espermatozdides e diminui¢do da dose inseminante do s€émen
refrigerado (13).

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo da catalase e da vitamina C ao
meio diluente sobre a qualidade do sémen refrigerado de caes jovens e idosos.

MATERIAL E METODOS
Preparaciao dos meios diluentes

Foram preparados trés meios diluentes a base de gema de ovo para a refrigeracdo do
sémen, sendo eles, um meio controle (sem antioxidante), um meio com adi¢dao de ImM de
vitamina C e outro com adi¢do de 300U/ml decatalase.Apds a preparagdo os meios foram
armazenados em freezer e aquecidos em banho-maria a 37°C no momento da dilui¢cdo do
sémen.

Coleta do s€émen

Foi realizada a coleta do s€émen de 10 cdes, 5 jovens (2 a 5 anos) e 5 idosos (mais de 7
anos). O sémen foi colhido no préprio criatério e transportado imediatamente até o
Laboratério de Reprodugdo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS), para andlises e
processamento.

Ap6s a limpeza do prepucio com uso de uma compressa, o sémen foi colhido por
manipulacdo digital do pénis, na auséncia de uma fémea no estro, em funil plastico, acoplado
a um tudo pléstico graduado. O transporte foi realizado em uma garrafa térmica com 4gua
aquecida (35°C) e protegido da luz.

A primeira fracdo do sémen foi desprezada, e a segunda e terceira fracdo foram
utilizadas para as andlises morfofuncionais e processamento.

Analise do sémen

A morfologia espermética foi avaliada através da confecc¢io de esfregacos em laminas,
coradas pelo método de Karras modificado. A avaliacdo da integridade das membranas
plasmaéticas foi realizada através da utiliza¢do de sondas fluorescentes.

A andlise funcional do sémen foi realizada pela avaliacdo da motilidade, vigor
espermatico, concentragio espermaética e teste hiposmotico. A motilidade e vigor espermatico
do sémen foram avaliados colocando-se uma gota de s€men em uma lamina aquecida a 38°C
e recobrindo com uma laminula para a observacdo em microscépio de contraste de fase. O
resultado foi expresso em porcentagem (0 a 100%) para espermatozdides com movimento
progressivo e um escore de 0 a 5 para o vigor. O teste hiposmético constituiu em misturar
0,1ml de s€émen em 0,9ml de solucao hiposmética (150 mOsmol) e 0,1 ml de sémen em 0,9ml
de solucdo isosmoética (300 mOsmol), o resultado foi dado em porcentagem pela subtracao
dos espermatozdides com cauda enrolada na solucdo hiposmotica dos espermatozdides com
cauda enrolada na solugdo isosmdtica.
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A concentragdo espermadtica, assim como as andlises dos pardmetros espermaticos
relacionados a cinética do movimento foram avaliadas através do sistema computadorizado
CASA.

ApOs essas andlises, o restante do s€émen foi diluido 1:1 em meio controle, dividido em
trés frascos e submetido a centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
ressuspendidos utilizando o meio controle, 0 meio com vitamina C e o meio com catalase, um
em cada frasco. As amostras foram submetidas a refrigeracdo a 5°C por 96 horas e as andlises
foram repetidas.

Foram comparados os parametros dos trés grupos de tratamento dos cdes jovens e
1dosos separadamente e entre os grupos (jovens e idosos).

Os resultados foram avaliados pela andlise de varidncia e as diferencas foram
verificadas pelo Teste de Tukey, sendo o nivel de significancia adotado de 5%.

RESULTADOS

Tabelal. Média e desvio padrio das andlises de morfologia e integridade estrutural dos
espermatozoides frescos (TO) e refrigerados (T96) obtidos de animais jovens e 1dosos.

Jovens Idosos
Analise To T96- T96- T96- T96- T96- T96-
Controle Vit. C Catalase Controle Vit. C Catalase

- Tes“ft. 81,8 + 69.8 + 69,6 + 690+ 550+ 454+ 450 & ‘3“1"(2) 61'
‘p"(st;:‘)" 1co 10,66, 15,35, 12,38, 11,83, 33,53, 22,86, 29,74, »“Da
Fluorescéncia 89,4 + 72,2 + 78,8 + 71,8 + 814+ 68,6 + 67,4 + Zg%;
(%) 6,62, 18,39, 14,11, 24,03, 8,9, 9,5, 6,58, H%
Defeitos h6156 504353 40+ 40+ 208+ 274+ 20124+ ﬂ%f
Maiores (%) DE0 U E 05 4,58, 4,36, 15,06, 17.85, 18,32, Dl
28,6+

Defeitos 74+ 11,8+ 6,2 + 20,4 + ’
Menores (%) 0445 64%45, 8242, 1,34, 8,26, 4,87, 22,85, 1991,
I“Zegr“da‘:fl de 9954 09,0510 99.6 + 976+ 982+ 9464 954 + 94,8 +
c E)‘sys;) 0 0,45, U+ 1,Ugp 0,89, 3,784 1,79, 1,82, 2,88, 4,32,

0

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey
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Tabela 2. Média e desvio padraoda motilidade e cinética dos espermatozdides frescos (TO) e
refrigerados (T96) obtidos de animais jovens e idosos.

Jovens Idosos
Andlise o T9%.- T9%.- T9%.- To T96- 196 T9%.-
Controle Vit. C Catalase Controle Vit.C Catalase
Motilidade _ 85.0+ 872+ 760+ 842+ 792+ 716+ 624+ 626+
Total (%) 8.99, 7.82, 14.81, 672, 1386, 1226, 2084,  19.94,
Il,\fggz‘:;‘ig 708+ 758+ 608+ 710+  6l.6+ 622+ 456+ 426+
2 1103, 1227, 1755, 652, 16655 988,  25.18,  16.83,
VAP (umgy  1201E 11196 10682 10862+ 12134x 10348% 889% 8424
1801, 1746, 2344, 1457, 2801, 1241, 1939,  9.73,
VSLGue 110685 1002%  920%  9652% 1061 904  TI86x  T5l4x
1782, 1742, 2048, 136, 2767, 908, 1677, 921,
VCL sy 15564 13854 1465% 13678+ leh02: 1358+ 124985 112762
2512, 2041, 4132, 1991, 2091, 2228, 2628, 1547,
) . 526+ 42+ 436+ 556+ 448+ 450+ 408+
Area (um’) o5 024, F2EOH g0 001, 034, 053, 0.4da
. 80.8+ 830+ 684+ 782+ 722+ 704+ 506+ 460+
Rapidos (%)

11,92, 11,51, 19,94, 6,87, 16,53, 13,24, 28,39, 18,12,

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey

DISCUSSAO

A anélise dos defeitos maiores e menores dos espermatozoides frescos e congelados de
cdes com idades diferentes mostrou similaridades entre os grupos (Tabela 1). Da mesma
forma, ndo foram observadas diferencas entre a porcentagem de espermatozdides com
membrana plasmatica intacta, tanto através do teste hiposmético, como através da andlise com
sondas fluorescentes (Tabela 1). Entretanto, quando a integridade acrossomal foi avaliada,
observou-se que espermatozoides de animais idosos quando submetidos a refrigeragdo na
auséncia de antioxidantes apresentavam uma maior porcentagem de lesdo acrossomal em
comparacdo com o controle fresco de animais jovens (Tabela 1). Quando os antioxidantes
foram adicionados a amostra de sémen essa diferenca desapareceu (Tabela 1).

No presente experimento os parametros de motilidade e cinética espermatica foram
avaliados através da andlise computadorizada (CASA). A motilidade total foi semelhante
entre os grupos estudados, ndo se observando efeito da idade dos animais ou do protocolo de
refrigeracdo (Tabela 2). Entretanto, observou-se uma menor motilidade progressiva nas
amostras de s€émen de animais idosos resfriadas com catalase em comparacdo ao sémen de
animais jovens resfriado sem adicdo de antioxidantes (Tabela 2). Da mesma forma, as
amostras obtidas de animais idosos e refrigeradas com catalase tiveram uma menor
velocidade média (VAP) em comparacdo ao controle fresco de animais jovens.

Quando comparado separadamente os grupos de animais, de acordo com a idade
observou-se que o Unico parametro que apresentou diferenca significativa entre as andlises do
sémen no grupo dos animais jovens foi a drea de cabeca (Tabela 2). Nesse parametro o s€men
fresco apresentou resultados significativamente superiores em relacdo ao controle refrigerado
e ao sémen refrigerado com antioxidantes.

Da mesma forma, no grupo dos animais idosos (Tabela 2), o unico pardmetro que
apresentou diferencga significativa entre as amostras foi, novamente, a drea de cabecga, onde o
sémen fresco foi significativamente superior em relacdo ao controle refrigerado, ao sémen
refrigerado com antioxidantes.

Todas as amostras de s€émen coletadas apresentaram boa qualidade, ndo diferindo de
acordo com a idade do animal. De fato, ndo € esperado que ocorra diminuicdo da motilidade
espermatica de acordo com a idade dos animais (14, 15). Da mesma forma a patologia
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espermatica ndo € afetada (16) ou até diminui com o aumento da idade (17). Estes resultados
foram confirmados no presente experimento, uma vez que a porcentagem de espermatozoides
apresentando defeitos maiores € menores nao foi diferente entre os grupos de animais
estudados.

E esperado que o resfriamento espermdtico leve a uma deteriorizacio do sémen. Esta
deteriorizacdo passa a ser evidente apds 12 a 24 horas de armazenagem sendo constante e
gradual (2). Este efeito, entretanto, ndo foi observado no presente experimento, tanto em
animais jovens como em idosos. As andlises de integridade de membrana, realizadas apds 96
horas de resfriamento, demonstraram similaridades entre os resultados, tanto na avaliagdo do
teste hiposmotico, como das sondas fluorescentes.

A integridade da membrana acrossomal também ndo foi afetada pelo resfriamento
quando foram analisados isoladamente os animais jovens. Por outro lado, foi observada uma
diminuicdo significativa da integridade da membrana acrossomal em espermatozoides de
animais idosos submetidos a refrigeracdo, em comparacdo com o sémen fresco de animais
jovens. Este aumento da lesdo acrossomal foi revertido pela adi¢cdo das substancias
antioxidantes indicando um efeito benéfico das mesmas. Estes achados concordam com
aqueles descritos por Maxwell e Strojanov(18) que demonstraram um efeito positivo da
catalase sobre a preservagdo das membranas espermaticas em sémen ovino resfriado a 5°C.
Uma explicagdo para isso € o fato dos antioxidantes restaurarem o equilibrio entre a
quantidade de ROS produzido e eliminado preservando a integridade metabdlica e estrutural
das células (19).

Entretanto vale ressaltar que no presente experimento os efeitos benéficos da adi¢ao de
antioxidantes foram pouco evidente. A adi¢do de antioxidantes a meios de congelacdo de
sémen tem se mostrado eficiente para protecdo das membranas e da motilidade espermética
(20). Entretanto, seu uso em sistemas de refrigeracao espermatica ainda é controverso. Este
efeito contraditorio parece estar associado a diferencas na peroxidagdo lipidica entre as
espécies, relacionado, principalmente a variacdes na constituicdo da membrana espermatica e
na concentracdo de antioxidantes do plasma seminal. Além disso, o insulto oxidativo
provavelmente afeta as diferentes estruturas espermadticas de forma diversa ressaltando as
variagOes entre espécies, € individuos (21). Adicionalmente Bucak e Tekin(22) ressaltam que
a estabilizacdo da membrana por outros componentes do meio de resfriamento, como por
exemplo, a gema de ovo, € mais efetiva na protecdo contra os efeitos do abaixamento da
temperatura do que os antioxidantes.

Tanto no grupo de animais jovens como idosos, a drea da cabeca espermadtica foi
significativamente maior quando o s€émen foi analisado fresco. Este resultado indica que o
processo de refrigeracdo talvez tenha influenciado a drea de cabeca dos espermatozoides por
alterar o estado de hidratagdo das células. A osmolaridade do meio utilizado para a
refrigeragdo foi de 279 mmosm o que é semelhante afisiolégica para o semen de cdo (280/300
mmOsm). Apesar de durante a refrigeracao o dano criobiol6gico imposto as células ser muito
menor que o da congelacdo, danos osméticos podem ocorrer. Além disso, o longo tempo de
armazenamento do sémen resfriado pode ter ressaltado essa alterac@o pois nestas condicdes, a
membrana espermdtica, estd sujeita a uma reestruturacdo durante a mudanca de fase dos
fosfolipidios (22).

Quando comparamos os grupos dos animais jovens com os dos idosos, observamos que
a motilidade progressiva e o VAP do sémen dos animais idosos refrigerado com adi¢cao de
catalase apresentou o pior resultado. Este resultado concorda parcialmente com o obtido por
Camara et al. (23) que observou uma menor motilidade do sémen resfriado de carneiros
tratado com 400U/mL em comparacdao com o uso de 100 a 200U/mL de catalase. Trabalhos
realizados com eqiiinos e bovinos, também nao tiveram resultados positivos com a adi¢ao de
catalase no meio de refrigeracao (24-26). Além disso, Beccaglia et al. (27) também mostraram
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que a adicdo de catalase nas concentragdes de 150 Ul/ml e 450 UI/ ml ndo influenciou
positivamente a qualidade do s€émen de caes refrigerado por 4 dias a 5°C. Contudo, Michael et
al. (28) relataram que a adi¢do de catalase na concentracdo de 100Ul/ml afetou positivamente
a qualidade do sémen canino refrigerado por 72h. No presente experimento somente foi
testada a concentragdo de 300u/mL e esta pode ter apresentado um efeito toxico
particularmente evidente nas amostras de s€émen dos animais idosos.

A vitamina C ndo apresentou efeito sobre o s€émen de nenhum dos grupos. Este
resultado € semelhante ao relatado por Aurich et al. (24), Ball et al. (25) e Michael et al. (28).
Além disto, Michael et al.(28)concluiram que concentragdes superiores a 1 mM de vitamina C
influenciaram negativamente a qualidade do sémen de caes refrigerado a 4°C. Estes
resultados s@o opostos aos relatados em humanos, onde a deficiéncia de vitamina C foi
associada ao aumento de anormalidades espermdticas e diminui¢do da motilidade. Contudo,
os cdes, diferentemente dos humanos, produzem quantidade adequada de vitamina C para
suprir suas necessidades metabdlicas (29).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste experimento ndo demonstram acdo evidente dos
antioxidantes sobre a qualidade do s€émen canino resfriado. Entretanto, o sémen obtido de
animais idosos se mostrou mais sensivel ao tratamento, uma vez que Unica varidvel que se
beneficiou da acdo dos antioxidantes foi a integridade de acrossomo nas amostras de sémen
resfriado obtidas de animais idosos. Da mesma forma, neste mesmo grupo a concentragdo de
catalase utilizada parece ter tido um efeito deletériosobre parametros da motilidade
espermatica. Estes resultados reforcam as variacdes individuais na resposta a refrigeracdo
espermatica e indicam a necessidade de um maior nimero de estudos envolvendo animais
com idades diferentes.
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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA SINDROME COLICA DE EQUINOS EM
PARQUES DE VAQUEJADA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL

Regina Valéria da Cunha Dias'
José Dantas Ribeiro Filho
Paula Dias Bevilacqua

José Ivo Ribeiro Junior’

Maria Veronica de Souza

RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar fatores de risco relacionados com a sindrome cdlica
equina em animais inscritos em provas de vaquejadas do Estado do Rio Grande do Norte,
Brasil. Foi utilizada uma populagdo-alvo de 2.061 equinos de ambos os sexos, com idade
entre 485 e 10.950 (2.978,6+1.262,0) dias. Foram realizados dois estudos epidemioldgicos
relacionados a sindrome célica equina, sendo um de delineamento transversal e outro caso-
controle. A varidvel ‘histérico de colica’ foi identificada como fator de risco a sindrome
colica pelo estudo transversal. J4 as varidveis ‘historico de claudicacdo’ e ‘periodo de tempo
que o animal apresentou o problema locomotor’ foram identificadas pelo estudo caso-
controle. Se ndo existe histérico anterior de célica ou de claudicagao, dificilmente o equino de
vaquejada apresentard a sindrome durante a sua permanéncia em parques. Os resultados
obtidos no presente estudo indicam que estdo sendo adequadas as medidas preventivas
utilizadas para evitar a sindrome em animais que atuam nessa atividade equestre. Por outro
lado, novas precaugdes necessitam ser implementadas nas propriedades e parques para reduzir
ainda mais a incidéncia da sindrome cdlica.

Palavras-chave: cdlica, gastroenterologia equina, abdomen agudo, atividade equestre

EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF EQUINE COLIC SYNDROME IN BRAZILIAN
RODEO PARKS IN THE STATE OF RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL

ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the risk factors associated with equine colic
syndrome in animals participating in Brazilian rodeo (“vaquejada”) competitions in the state
of Rio Grande do Norte, Brazil. A target population of 2,061 horses of both sexes, with ages
between 485 and 10.950 (2,978.6£1,262.0) days was used. Two epidemiological studies
related to equine colic syndrome were carried out, one being a cross-sectional design study
and the other a control-case study. The variable ‘history of colic’ was identified as a risk
factor for equine colic syndrome in the cross-sectional study, while the variables ‘history of
lameness’ and ‘period of time during which the animal presented a locomotor problem’ were
identified in the control-case study. If there is no previous history of colic or lameness, the
rodeo horse will hardly present this syndrome during its stay in parks. The results obtained in
this study show that the measures being applied to prevent this syndrome in animals
participating in this equestrian activity are adequate. On the other hand, new precautions must
be implemented in properties and parks to further reduce the incidence of equine colic
syndrome.

Keywords: colic, equine-gastroenterology, acute abdomen, equestrian activity
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ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DEL SINDROME COLICO EQUINO EN PARQUES
DE VAQUEJADA EN LA PROVINCIA RIO GRANDE DO NORTE, BRASIL

RESUMEN

La finalidad de ese estudio fue investigar los factores de riesgo asociados con el sindrome
colico equino en animales inscriptos en pruebas de vaquejada del estado de Rio Grande do
Norte, Brasil. Se utilizé una poblaciéon de 2.061 caballos de ambos los sexos, con edades
comprendidas entre 485 y 10.950 (2.978,6+£1.262,0) dias. Fueron realizados dos estudios
epidemioldgicos relacionados con el sindrome cdlico equino, siendo un estudio de
delineamiento transversal y otro caso-control. La variable ‘histérico de cdlico” fue
identificado como un factor de riesgo para el sindrome cdlico por el estudio transversal. Por
otra parte, las variables "histérico de cojera’ y periodo de tiempo que el animal presento el
problema locomotor’ fueron identificados por el estudio caso-control. Si no hay antecedentes
de histérico de colico o de cojera, el caballo de vaquejada dificilmente presentard el sindrome
durante su estancia en los parques. Los resultados obtenidos en este estudio indican que se
estdn utilizando las medidas preventivas adecuadas para evitar el sindrome en animales que se
dedican a esa actividad ecuestre. Sin embargo, nuevas precauciones deben de ser aplicadas en
las propiedades y parques para reducir ain mas la incidencia del sindrome cdlico.

Palabras clave: cdlico, gastroenterologia equina, abdomen agudo, actividad ecuestre
INTRODUCAO

A vaquejada é uma atividade equestre popular na regidao Nordeste do Brasil,
particularmente no Estado do Rio Grande do Norte, que possui uma populacdo equina de
aproximadamente 43.111 animais (1). Estima-se que, no Brasil, mais de dez mil animais
sejam utilizados para vaquejadas, que movimentam cerca de 250 milhdes de reais por ano no
Brasil (2). As competi¢des podem durar até quatro dias, sendo uma pratica estressante,
mesmo para equinos com adequado condicionamento fisico, sendo, inclusive, observada a
ocorréncia de sindrome cdélica nesses animais, possivelmente associada a fatores de risco
relacionados com o manejo realizado na propriedade ou nos parques durante os eventos.

Os fatores de risco relacionados a sindrome colica mais comumente estudados sdo o
sexo, a idade e a raga, que sdo intrinsecos aos animais, porém seus efeitos sao considerados
confundidores por vdrios autores (3-6). Aspectos como histérico de colica, mudangas no
manejo (alimentacao, estabulacdo, vermifugacao, dentre outros) e na atividade fisica t€ém sido
associados com a afec¢do (3-4, 7-11) devendo, portanto, ser melhor estudados. Na realidade,
na maioria das vezes, esses fatores de risco estdo comumente correlacionados entre si, sendo
dificil isolar um udnico fator ou aqueles associados a defini¢des especificas dessa sindrome
(por exemplo: espasmddica, gasosa, decorrente de ulcera gastrica, compactagdo, colite,
encarceramento, lipoma estrangulante etc.).

A prevaléncia e a real importancia da sindrome célica para a populacdo equina utilizada
em vaquejadas, assim como para a populagdo nacional, permanecem desconhecidas. A
maioria dos estudos epidemioldgicos disponivel sobre a sindrome foi realizada nos Estados
Unidos (3-4, 8, 12-15). Em um desses estudos, Traub-Dargatz et al. (14), acompanhando uma
populacdo de 21.820 animais entre 1998 e 1999, mediante a utilizagdo de levantamento de
dados obtidos por meio do Sistema Nacional de Monitoramento da Saide Animal (NAHMS,
EUA), estimaram a incidéncia anual de casos da sindrome em 4,2 cdlicas para cada 100
equinos/ano, com letalidade de 11%, sendo que 1,4% do total resultaram em cirurgia. No
Brasil, a maioria das pesquisas desenvolvidas envolve animais de hipicas, hospitais
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veterindrios e unidades militares, com popula¢des-alvo e ambientes geogréaficos diferentes, o
que dificulta a extrapolacio dos resultados para outras localidades e populacdes de equideos.

Embora a etiopatogenia desse agravo seja relativamente bem estabelecida, a
diversidade de condi¢des predisponentes e determinantes € bastante controversa (16, 17), a
utilizacdo de estudos epidemioldgicos € adequada para testar a hipétese da relagdo entre
exposicao ao fator de risco e desenvolvimento da afeccdo (5, 18). Nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi pesquisar os fatores de risco associados a sindrome cdlica equina em animais
utilizados em parques de vaquejada no Estado do Rio Grande do Norte (Brasil), além de
fornecer dados para o controle da afeccdo nos parques de vaquejada.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em eventos de vaquejada no Estado do Rio Grande do Norte
(Brasil), escolhidos a partir de registros disponibilizados nos sites www.vaquejada.com.br e
www.portalvaquejadas.com.br, que ocorreram no periodo de agosto de 2009 a abril de 2010.
Durante esse periodo, foram realizadas 29 vaquejadas.

Os parques/eventos visitados eram propriedades particulares, abertas ao publico com
ingressos pagos. Foram escolhidos de acordo com a concordincia de participagdo do
proprietario, localizacao (facilidade de acesso, considerando o estado de conservagao das vias
ou estradas de acesso) e dimensao do evento (dada pelos valores da premiagdo e nimero de
inscricdes). Assim, foram visitados 15 eventos de vaquejada, em 12 parques, localizados em
sete municipios no Estado do Rio Grande do Norte, conforme descrito na Tabela 1. Para a
inclus@do do animal na pesquisa, houve a concordancia dos respectivos proprietarios. A
dimensao da vaquejada foi considerada como pequena, média ou grande, quando o nimero de
animais inscritos foi inferior a 370, entre 371 e 580, ou superior a 581, respectivamente.

Tabela 1. Classificacdo dos eventos de vaquejada avaliados no Estado do Rio Grande do
Norte (Brasil), agosto de 2009 a abril de 2010

Parques N? animais N® animais presentes Classificacao da Valor da
inscritos” nas provas(1) prova (dimensio) premiacio (R$)

1 480 146 Média 23.000,00
2 370 80 Pequena 12.000,00
3 620 201 Grande 30.000,00
4 642 110 Grande 20.000,00
5 66 49 Pequena 6.500,00
6 1.010 261 Grande 140.000,00
7 450 80 Média 18.000,00
8 480 86 Média 22.000,00
9 680 179 Grande 110.000,00
10 519 113 Média 21.000,00
11 100 44 Pequena 7.000,00
12 580 109 Média 30.000,00
13 467 179 Média 53.000,00
14 958 337 Grande 140.000,00
15 116 87 Pequena 8.000,00

NOTA: (1) A diferenca entre o nimero de animais inscritos e presentes nas provas de vaquejada é devido ao fato
de que cada participante pode adquirir mais de uma inscricdo para participar das provas. Dessa forma, existem
animais que sdo inscritos vdrias vezes na mesma vaquejada.

Um total de 2.061 equinos de ambos os sexos foram incluidos no estudo. Para investigar
os fatores de risco da sindrome cdlica, foram realizados dois estudos epidemioldgicos, sendo
um de delineamento transversal e outro caso-controle aninhado ao estudo transversal. Para o
estudo transversal, a amostragem incluiu todos os animais inscritos nos 15 eventos visitados,
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cujos proprietarios concordaram com a pesquisa. Aos proprietirios ou responsdveis pelos
animais foi aplicado questiondrio e os animais foram acompanhados durante todo o evento
com a finalidade de identificacdo do quadro de sindrome célica. Para o estudo caso-controle,
a amostragem dos animais partiu dos questiondrios preenchidos no estudo transversal. O
grupo caso foi definido como ‘equinos presentes nos parques de vaquejada com histérico de
sindrome cdlica nos dltimos seis meses’ € o grupo controle como ‘animais presentes nos
parques de vaquejada que nao possuiam relatos de sindrome célica’.

Para coleta de informagdes referentes as varidveis relacionadas com as caracteristicas do
animal (raca, sexo e idade), ao manejo (sistema de criacdo, alimentacdo, vacinagao,
vermifugagdo, casqueamento, ferrageamento, atividade fisica semanal, periodo de tempo que
o animal se encontrava na propriedade), histérico de cdlica (se apresentou o quadro, tempo de
ocorréncia e possivel etiologia) e historico de claudicagao (se apresentou o quadro, tempo de
ocorréncia e possivel etiologia). Com relagdo a alimentacdo, foram obtidas informacdes a
respeito da quantidade, composi¢ao e frequéncia do fornecimento do concentrado (racao e
farelo) e do volumoso. Também foram obtidos dados sobre a suplementacdo mineral, assim
como, informagdes sobre o fornecimento e origem da dgua ingerida pelos equinos. As
questdes apontadas no questiondrio envolveram temas descritos na literatura como fatores de
risco potenciais a sindrome coélica, abrangendo informacdes referentes a propriedade, ao
evento e ao animal.

Apo6s a identificacdo dos casos de sindrome colica, realizada mediante verificacdo de
variaveis descritas pela literatura cientifica (19, 20), como avalia¢do da frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria, tempo de enchimento capilar, coloracdo das mucosas, grau de
hidratacdo, auscultacao da motilidade intestinal e do grau de dor, foram obtidas informacdes a
partir da aplicagao de um segundo questiondrio, com questdes referentes ao manejo durante a
vaquejada (fornecimento de concentrado e volumoso, fonte e frequéncia do fornecimento de
dgua, vacinagdo, vermifugacdo, casqueamento, ferrageamento e atividade fisica), histérico de
claudicacdo e do quadro clinico apresentado (anamnese, histérico anterior de sindrome célica
e realizacdo de mudancas na alimentacdo nos ultimos 15 dias que antecederam o problema).

A sindrome foi caracterizada pelo surgimento de dor abdominal aguda, manifestada
pelo desconforto (o animal dirige o seu olhar constantemente para a regido abdominal, e
deita/levanta com frequéncia), auséncia, diminui¢do ou aumento do nimero de defecacdo e
aumento do didmetro abdominal (17, 19, 21, 22). A sele¢dao dos controles também considerou
o pareamento por sexo, idade e raca do animal selecionado como caso, uma vez que sao
varidveis confundidoras (3-5). Cada caso foi pareado com um controle e esse foi selecionado
por sorteio simples entre os questiondrios obtidos no estudo transversal envolvendo os
animais presentes na mesma vaquejada em que se encontrava o animal caso com relato da
sindrome nos ultimos seis meses. A Tabela 2 apresenta com detalhes os atributos
considerados para cada uma das varidveis avaliadas nos estudos transversal e caso-controle.

Ap6s selecdo, os estagidrios foram treinados para aplicacdo do questiondrio e realizagao
de exame fisico dos animais, conforme descrito pela literatura (19, 20, 22). Durante esse
exame foram avaliadas varidveis comumente utilizadas na clinica médica veterindria para
exames de rotina (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, coloragao de mucosas, tempo
de enchimento capilar, grau de hidratacio e da motilidade intestinal). Também foram
realizadas reunides para que os diversos itens relacionados aos questiondrios fossem
discutidos e esclarecidos. Ndo foram realizados esclarecimentos sobre a sindrome coélica,
sendo recomendado que todos se concentrassem nas questdes associadas aos questionarios.

O convite para participar da pesquisa foi feito ao proprietdrio ou responsavel pelo
animal, informado que o estudo envolvia a avaliacdo de aspectos clinicos e de manejo dos
animais, ndo referindo especificamente a avaliacdo do agravo de interesse de estudo.
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Tabela 2. Atributos determinados em fun¢do das diversas varidveis avaliadas no estudo
transversal e caso-controle

Variaveis: atributos

1. Sexo: macho ou fémea.

2. Idade (dias): 485I-1 1.460; 1.461I-I 1.825; 1.826I-1 2.190; 2.191I-I 2.555; 2.556I-1 3.100;
3.1011-1 3.650; > 3.650.

3. Raca: Quarto de Milha; Paint Horse; mesti¢a; outras (Appaloosa, Arabe, Puro Sangue
Inglés e Crioulo).

4. Histérico de coélica (dias): nao ou sim (1I-1 30; 311-1 90; 911-1 180; > 180).

5. Causas da cdlica: problemas gastricos; mudangas na alimentacdo; alimento de ma
qualidade; aerofagia; c6lica cirdrgica.

6. Historico de claudicagdo (dias): ndo ou sim (1I-I 120; > 120).

7. Causas da claudicacdo: lesdo no casco; outras etiologias (tendinopatia, traumatismo,
distensao muscular, entorse e artrite).

8. Distancia percorrida durante o transporte (km): 0; 1I-I 100; 101I-1 400; > 400.

9. Periodo tempo do transporte (minutos): 0; 11-1 60; 611-1 210; > 210.

10. Nuimero de paradas para descanso do animal durante o transporte : 0; 1; > 1.

11. Numero de equinos na propriedade: 11-12; 3I-14; 5I-16; > 6.

12. Periodo de tempo em que o animal se encontrava na propriedade (dias): 2I-1365; 366-|
1.095; 1.096l-1 2.190; >2.190.

13. Periodo de tempo de criagao da espécie equina (dias): 150I- 1.460; 1.4611-1 3.285; 3.286l-|
4.745; 4.7746l-1 8.395; > 8.395.

14. Sistema de criag@o: intensivo; semi-intensivo; extensivo.

15. Periodo de tempo de permanéncia em baia (minutos): Ol-| 540; 5411-1 660; > 660.

16. Fonte de dgua: cocho; outra (baldes, tonéis).

17. Frequéncia do fornecimento de dgua/dia: a vontade ou fracionada em 2 a 5 vezes.

18. Vermifugacao (dias): ndo ou sim (15I-1 30; 31I-1 60; 611-1 90; >90).

19. Ultima vermifugacdo realizada (dias): 11-1 19; 20I-1 39; 40I-1 60; > 60.

20. Vacinacdo: nao ou sim (raiva, tétano. encefalomielite, influenza).

21. Casqueamento: ndo ou sim.

22. Ferrageamento: ndo ou sim.

23. Fornecimento de racdo: ndo ou sim.

24. Quantidade de ragao fornecida (g/dia): 800I-1 3.000; 3.001I-| 6.000; > 6.000.

25. Frequéncia de fornecimento de racdo/dia: 11-1 2; > 2.

26. Fornecimento de farelo: ndo ou sim.

27. Tipo de farelo fornecido: milho; milho e trigo; outros (associacdo de dois ou mais
ingredientes: trigo; milho, soja, aveia e sorgo).

28. Quantidade de farelo fornecida (g/dia): 100I-I 2.500; 2.501I-I 4.000; 4.001I-] 6.000; >
6.000.

29. Frequéncia do fornecimento de farelo/dia: 11-1 2; > 2.

30. Fornecimento de volumoso: ndo ou sim.

31. Tipos de volumoso fornecido: Brachiaria humidicola; feno de Cynodon sp.; Pennisetum
purpureum; feno de Cynodon sp. e B. humidicola; outros (associacdo de dois ou mais
volumosos descritos a seguir: feno de Cynodon sp., P. purpureum, pasto nativo; B.
humidicola, Medicago sativa, palha de milho, Coast cross; Cynodon dactylon; Paspalum
conspersum; B. arrecta; Andropogon gayanus; Sorghum bicolor, Stachys lanata; Digitaria
decumbens; Aristida adscensionis, além de Daucus carota).

32. Frequéncia do fornecimento de volumoso/dia: a vontade; 1l-| 2; 31-16.

Continua.
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Tabela 2. Atributos determinados em fun¢do das diversas varidveis avaliadas no estudo
transversal e caso-controle (continuagdo)

Variaveis: atributos

33. Fornecimento de sal mineral: ndo ou sim.

34. Quantidade de sal mineral fornecida (g/dia): 3I-1 30; 311-1 60; > 60.

35. Frequéncia do fornecimento de sal mineral/dia: a vontade; 11-1 2; 3I-14.

36. Mudancas na alimentag¢do: nao ou sim.

37. Fornecimento de suplementos: ndo ou sim.

38. Frequéncia do fornecimento de suplemento/dia: 1; 2; > 2.

39. Realizacdo de atividade fisica: ndo; sim (treino de vaquejada; exercicio a passo;
caminhada e treino de vaquejada); outras (associacdo de duas ou mais atividades fisicas
descritas a seguir: exercicio a passo, galope, natacdo e treino de vaquejada).

40. Periodo de tempo realizando atividade fisica didria (minutos): 10l-160; 611-1180; > 180.

Nas provas de vaquejada sdo comuns caminhdes com varios animais pertencentes a
diferentes proprietdrios; tratadores que sdo contratados para irem somente a uma determinada
prova; tratadores responsdveis por varios animais, assim como proprietarios que desconhecem
o manejo praticado na propriedade. Para superar esse problema, durante a abordagem dos
proprietarios ou responsaveis, efetuada na chegada dos equinos aos eventos, perguntava-se
sobre a pessoa mais apta a responder sobre os questionamentos referentes aos animais € a
propriedade.

Anélise descritiva da amostra foi realizada a partir do cdlculo de média e desvio padrao
para as varidveis quantitativas e cdlculo de proporcdes para as varidveis qualitativas. No
estudo transversal foi realizada andlise univariada, por regressdo logistica bindria, para
examinar a associacdo entre os dados e a ocorréncia do agravo, e estimadas as razdes de
chances com respectivos intervalos com 95% de confianga. Tendo em vista que o tamanho da
amostra nao foi definido previamente, foi realizado o cdlculo do poder do teste, mediante a
utilizagao do Sampsize Project (23), sendo considerado a = 0,05. No estudo do caso-controle
pareado foi utilizado o teste de McNemar, com o objetivo de comparar o grupo caso com o
grupo controle em relagdo a cada uma das varidveis categéricas. As varidveis identificadas
como relacionadas a risco de c6lica no teste McNemar foram avaliadas por regressao logistica
condicional cuja finalidade foi averiguar as diferencas de frequéncias das varidveis entre duas
amostras pareadas, além de identificar fatores modificadores de efeito, limitando a acdo das
varidveis de confusdo. A ocorréncia de colica (grupo caso) foi identificada como 1 e a
auséncia (grupo controle) como 0. Os dados para as andlises descritivas, assim como o banco
de dados do estudo caso-controle pareado foram processados no programa Excel, versao 2007
(Microsoft Office®, Microsoft). A regressdo logistica bindria foi processada no software
Minitab versao 16, 2010 (http://www.minitab.com/products/minitab, State College, PA). O
teste de McNemar foi realizado no software Graphpad, versao 2005
(http://www.graphpad.com/quickcalcs/McNemarl.cfm, GraphPad Software, CA). A regressao
logistica condicional foi processada no software SPSS, versio 20, 2011
(www.ibm.com/software/analytics/spss, IBM, NY).

RESULTADOS

Anélise descritiva da amostra - Dos 2.061 equinos avaliados, 69,5% eram machos e
30,5% fémeas, com idade entre 485 e 10.950 (2.978,6+1.262,0) dias. A raca Quarto de Milha
(62,0%) foi a mais frequente. Os demais animais eram mesti¢os (31,5%), Paint Horse (4,0%)
ou de outras racas (2,5% - Appaloosa, Arabe, Puro Sangue Inglés ou Crioulo).

Do total de animais avaliados, 323 (15,5%) ja tinham vivenciado algum episédio de
sindrome cdlica, entre um e 2.190 (média e desvio padrao: 357,1+412,1) dias, porém apenas
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19 (6%) proprietdrios ou responsdveis souberam responder sobre a possivel etiologia da
sindrome (problemas gastricos, alimentos de mé qualidade, aerofagia e cdlica cirdrgica). Nao
havia histdrico de altera¢des na dieta para 1.971 (95,6%) animais nos dltimos quinze dias que
precederam a entrevista.

Dos equinos acompanhados, 705 (34,2%) possuiam histérico de claudicacdo, ocorrida
entre um e 3.650 (média e desvio padrao: 241,0+£360,0) dias, porém apenas 144 (20,5%)
proprietarios ou responsaveis souberam esclarecer a possivel etiologia da claudicacdo (lesdo
de casco, tendinopatia, traumatismo, distensdo muscular, entorse e artrite).

Sessenta e dois (3,0%) animais eram criados em baias no préprio parque e os demais
viajaram entre 1 e 4.000 (média e desvio padrao: 167,3+273,5) km, sendo que 1.004 (49, 5%)
animais viajaram até 100 km para participar das provas de vaquejada. As viagens duraram
entre 5 e 8.640 (195,24+460,0) minutos, sendo que a maioria (90%) foi realizada sem nenhuma
parada para descanso dos animais.

Um total de 1.105 animais (53,6%) eram criados em regime semi-intensivo com acesso
a piquetes, permanecendo na baia por um periodo acima de 11 horas/dia (59,3%). O nimero
de equinos criados nas propriedades variou entre um e mais de 6 (6,8+14,5) animais, e os
equinos avaliados se encontravam na propriedade entre 2 e mais de 2.190 (1.286,3+1.107,1)
dias. Finalmente, os proprietdrios ja eram criadores da espécie equina entre 150 e mais de
8.395 (6.058,1+4.037,3) dias.

Do total de animais acompanhados, 64 (3,0%) nao haviam sido vermifugados, sendo a
varia¢do na frequéncia de vermifugacdo de 15 a 30 dias (25,2%), 31 a 60 dias (25,0%), 61 a
90 dias (27,0%) e acima de 90 dias (19,3%). A ultima vermifugacao havia sido realizada, em
média, nos ultimos 46 dias antes do evento equestre. No que se refere a vacinagao, 1.840
animais (90,3%) eram vacinados regularmente contra raiva, tétano, encefalomielite e
influenza, e 199 equinos (9,7%) ndo recebiam nenhum tipo de vacina. Os proprietdrios ou
responsaveis pelos demais animais (n=22, 1,0%) nao souberam responder sobre o protocolo
de vacinagdo. A maioria dos animais (96,0%) era casqueada regularmente, ou seja, a cada 40
a 45 dias, mas 76,30% dos animais nao se encontravam ferrados. Os equinos (98,4%) eram
exercitados diariamente, durante um periodo médio de 97 minutos, sendo o exercicio a passo,
associado (16,0%) ou nao (22,5%) a treino de vaquejada (11,5%), a atividade mais praticada,
além de treinamento especifico para vaquejada, associado (12,0%) ou ndo (11,5%) a natagao,
exercicio a passo e/ou galope.

Com respeito ao fornecimento de concentrados, 1.845 animais (89,5%) consumiam
racao industrializada e 752 (36,5%) eram alimentados com farelo produzido na propriedade.
Nao houve associagdo entre consumo, quantidade e frequéncia de ingestao da ragcdo e do
farelo com a sindrome célica. O consumo de ragdo comercial era, em média, de 6,0 kg/dia,
dividido em uma a duas (22,5%) por¢des/dia, sendo, na maioria dos casos, fornecida em trés
ou mais (77,5%) refeicoes. Quanto ao farelo, este era fornecido uma a duas (57,7%) vezes ao
dia, numa quantidade de aproximadamente 5,0 kg/dia. Outros animais recebiam o alimento
em mais de duas (42,3%) refeicoes, sendo o farelo mais utilizado, a associagdo de milho e
trigo (60%), seguido por farelo de milho (21,0%), além de outros tipos (19,0% - trigo, milho,
soja, aveia e sorgo).

Tanto nas propriedades como nos parques, a maioria dos equinos (99,7%) recebia
volumoso, sendo esse consumido a vontade (76,2%), em uma quantidade entre um e 50 kg
(média de 16,8 kg/dia). A Brachiaria humidicola (23,5%) e o feno de Cynodon sp. (16,5%)
foram os capins mais frequentemente fornecidos. O sal mineral era fornecido regularmente a
1.691 animais (82,0%), sendo que na maioria das vezes a vontade (71,0%), em uma
quantidade média de 95 g/dia. Além disso, 1.079 equinos (52, 5%) nao recebiam nenhum tipo
de suplemento alimentar. Nas propriedades, a dgua era fornecida a vontade (98,5%) em
cochos presentes nas baias (99,0%). Nas demais, a 4gua era fornecida em baldes ou tonéis. Ja

Dias RVC, et al. Estudo epidemiolégico da sindrome cdlica de equinos em Parques de Vaquejada no estado do
Rio Grande do Norte, Brasil. Vet. e Zootec. 2013 dez.; 20(4): 683-698.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 690

nos parques de vaquejada, a dgua era disponibilizada em baldes ou tonéis nos caminhdes ou
os animais eram levados aos tanques comunitarios.

Estudo transversal - Dos 2.061 equinos incluidos no estudo, um total de 111 animais
(5,4%) possuia histérico de cdlica nos ultimos seis meses. Entretanto, apenas 13 equinos
(0,6%; 1C95%: 0,3-1,1) foram incluidos no estudo transversal, ja& que foram os Unicos que
apresentaram quadro clinico da sindrome durante os eventos. Assim, a probabilidade de um
animal apresentar a sindrome durante as provas de vaquejada foi de apenas 0,6%.

Os equinos com histérico de cdlica possuiram 3,4 mais chances (IC95%: 1,1-10,4,
p=0,02) de apresentar um novo episdédio da afeccio do que aqueles que nunca haviam
apresentado o quadro. Nao foram observadas diferengas com relagdo as varidveis: transporte,
nimero de equinos na propriedade, periodo de tempo que o equino se encontrava na
propriedade, periodo de tempo que os proprietarios criavam equinos, vermifugagao,
vacinagdo, casqueamento, ferrageamento, atividade fisica realizada, sistema de criacdo e o
manejo hidrico e alimentar a que os animais eram submetidos.

Estudo caso-controle - Nessa etapa foram considerados todos os animais que estavam
de acordo com a defini¢ao de caso, e o tamanho do grupo controle foi estimado em referéncia
ao grupo caso numa relacdo de 1:1. Durante as visitas as provas de vaquejada, ocorreram 111
casos de sindrome coélica, com respectivos 111 controles, totalizando 222 individuos.
Considerando-se a =0,05 e razdo de chance minima detectavel de 2,2, foi obtido um poder de
teste de 80%, com 28% de expostos entre os controles e 48,3% de probabilidade de ocorréncia
de pares discordantes. A utilizacdo do teste McNemar e da regressdo logistica condicional
revelaram diferencas (p<0,01) entre os grupos nas varidveis ‘histérico de claudicacdo’ e
‘periodo de tempo de ocorréncia da claudicac¢do’, cujas frequéncias e razdes de chances estao
apresentadas nas Tabelas 3, 4 e 5. Equinos com histdrico anterior de claudicacdo possuiram
2,3 mais chances de desenvolver o quadro de cdlica. Adicionalmente, a possibilidade dessa
ocorréncia aumentou com a proximidade do dia em que ocorreu o problema locomotor. Mais
especificamente, animais que haviam apresentado claudicacao até 120 dias apresentaram 3,4
mais chances de desenvolverem o episddio de cdlica.

Conforme ocorreu no estudo transversal, as varidveis transporte, nimero de equinos na
propriedade, periodo de tempo que o equino se encontrava na propriedade, periodo de tempo
que os proprietdrios criavam equinos, vermifugacdo, vacina¢do, casqueamento,
ferrageamento, atividade fisica realizada, sistema de criacdo e o manejo hidrico e alimentar
ndo influenciaram no aparecimento do quadro de célica nos animais estudados.

Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia de histérico de claudicagdo em animais que apresentaram
ou nao sindrome colica no estudo caso controle pareado

Variavel Numero de positivos (%)
Colica Sem Colica

Historico de claudicagao

Sim 54 (7,6%) 36 (5,0%)
Nao 57 (4,2%) 75 (5,5%)
Historico de claudicagdo (dias)

1-1120 21 (11,8%) 9 (5,0%)
> 120 18 (11,4%) 11 (7,0%)
Nao apresentaram claudicag¢io 57 (4,2%) 75 (5,5%)
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Tabela 4. Fatores de risco a sindrome c6lica em equinos de vaquejada, identificados no estudo
caso-controle pareado

Variavel Casos (%) Controles p-valor Razao de
(§)) (%) (1) chances
(IC95%)(2)
Historico de claudicagdo
Sim 33 (4,6%) 15 (21,0%) 0,01 2,2 (1,1-4,3)
Nao 15 (1,0%) 33 (2,4%) 0,01 0,45 (0,2-0,8)
Historico de claudicagao (dias)
11-1 120 17 (9,5%) 5(2,8%) 0,01 3,4 (1,2-11,8)
> 120 15 (9,5%) 8 (5,1%) 0,21 1,8 (0,7-5,1)
N3ao apresentaram claudicacgao 15 (1,0%) 33 (2,4%) 0,01 0,4 (0,2-0,8)

NOTA: (1) Pares discordantes; (2) Intervalo com 95% de confianca.

Tabela 5. Andlise de regressao logistica condicional de fatores de risco a sindrome c6lica em
equinos de vaquejada, identificados no estudo caso-controle pareado

Variavel B ¥2 Wald  p-valor Razao de chances
IC95%) (1)
Historico de claudicagao 0,8 6,5 0,01 2,3(1,2-4,5)
Historico de claudicagdo (dias) 0,7 7,5 0,00 2,1(1,2-3,6)

NOTA: (1) Intervalo com 95% de confianca.
DISCUSSAO

O poder do teste encontrado no presente estudo esteve dentro dos valores usualmente
aceitos em estudos epidemioldgicos (80-90%), com maiores chances de detectar uma real
diferenca entre os tratamentos, ou seja, detectar diferencas se elas realmente existirem (24).
Além disso, o valor de B adotado (20%), torna o estudo mais conservador, pois aumenta a
probabilidade de detectar um efeito quando ele ocorrer, sem prejuizo para o teste de hipoteses.
O aumento do tamanho da amostra ou do nimero de controles para aumentar ainda mais o
poder do teste pode ser considerado em estudos posteriores.

A execugdo da avaliacdo individualizada e observacional utilizada no estudo transversal
foi bastante trabalhosa, ja que todos os proprietdrios ou responsaveis pelos animais presentes
nos parques participaram do primeiro questiondrio. Ressaltamos que esse tipo de investigacao
exige o envolvimento de uma equipe de trabalho qualificada e treinada de forma que a coleta
de dados ocorra em tempo adequado e de forma homogénea.

A probabilidade de um animal apresentar célica durante as provas de vaquejada foi de
0,6% (IC95%: 0,3-1,1). Outras pesquisas revelaram incidéncias superiores as encontradas no
presente estudo, sendo de 4,2% [Traub-dargatz et al. (14) — estudo retrospectivo na populagao
de equinos dos Estados Unidos], 12% |[Laranjeira et al. (25) — estudo retrospectivo com
equinos de unidades militares no Rio de Janeiro, Brasil] e 15,8% [Higuchi (26) — estudo
retrospectivo com apdlices de seguro para equinos no Japao]. As diferengas verificadas,
provavelmente podem ser explicadas pelos delineamentos diferentes utilizados nos estudos.
Em nosso caso, o valor encontrado pode ser decorrente do pouco tempo de permanéncia dos
animais nos parques de vaquejada o que, consequentemente, influencia a probabilidade de se
observar a ocorréncia de casos desse agravo. Entretanto, apesar do resultado encontrado
expressar uma probabilidade baixa, a mesma tem elevada precisao (IC95%: 0,3-1,1),
adicionalmente, € importante considerar que mesmo pequenas probabilidades sdo
significativas, dado o efeito grave que a sindrome coélica causa nos animais acometidos.
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Na andlise descritiva dos 2.061 animais, ficou evidenciada a predominancia de animais
do sexo masculino, o que se deve provavelmente ao aspecto cultural (machos mais ageis e
resistentes, sendo assim mais indicados para as provas de vaquejadas) ou mesmo pode ser
decorrente do maior desenvolvimento muscular presente nos machos, que, conforme
mencionado por Cohen, Gibbs e Woods (4), favorece a utilizagao dos equinos em atividades
esportivas. J4 a maior frequéncia da raca Quarto de Milha estd associada ao tipo de esfor¢o
fisico a que os animais de vaquejada sdo submetidos, que € de alta intensidade, curta duragcao
com réapida largada e mudanca de direcdo, além de paradas abruptas (2), de forma que essa é
uma raca ideal para executar tal atividade. Mariz et al. (27) estudaram a ascendéncia
genealdgica de equinos dessa raca usados durante as competi¢cdes de vaquejada realizadas
pela Associacdo Brasileira de Criadores de Quarto de Milha. De acordo com os autores, na
maioria das vezes, os equinos utilizados na atividade sdao produtos do acasalamento entre
animais de tipos produtivos de trabalho e corrida.

A administragdo de vermifugos e vacinas foi bastante frequente. As vacinas mais
comumente administradas foram contra raiva, tétano, encefalomielite e influenza. A reducdo
de casos de cdlica apds vermifugacdo € relatada por Reeves, Salman e Smith (3). Porém,
outros autores nao encontraram essa associagao (28, 29).

Os equinos eram exercitados diariamente, durante um periodo médio de 97 minutos,
sendo o exercicio a passo, associado ou ndo a treino de vaquejada, as atividades mais
praticadas. Cohen, Gibbs e Woods (4) relataram aumento do risco de célica em equinos que
sao exercitados. Animais que praticam atividade fisica excessiva ou prolongada estdo sempre
trabalhando no seu limite e, consequentemente, submetidos a estresse constante, que pode ser
agravado na época das competi¢des de vaquejada.

Apesar de inimeros fatores serem mencionados como de risco a sindrome cdélica, no
presente estudo apenas algumas varidveis foram identificadas como relacionadas com a
afeccdo. Considerando a amostra, 15,5% dos animais apresentavam histérico anterior do
agravo. Esse achado pode estar relacionado, em parte, ao sistema de manejo semi-intensivo
adotado na maioria das propriedades, o que permite maior acompanhamento dos animais
pelos proprietarios ou responsaveis, facilitando a detec¢do dos casos. Conforme demonstrado
no estudo transversal, o histérico anterior de célica € um importante fator de risco para a
ocorréncia de um novo episédio da sindrome, com valores de 3,4 mais chances (IC95%: 1,1-
10,4). Essa predisposicao a recidiva foi relatada em outros estudos realizados em equinos (3,
4,8, 16, 18, 30, 31).

Estudos revelaram razdo de chances semelhantes ou superiores as encontradas no
presente estudo, sendo publicados valores de 3,9 [Cohen, Gibbs e Woods (4) - estudo caso-
controle envolvendo 2.060 equinos atendidos em hospital veterindrio do Texas, USA -
I1C95%: 2,6-5,9, p<0,001], 6,8 [Cox et al. (30) — estudo caso controle retrospectivo em muares
mantidos em fazenda beneficente do Reino Unido - 1C95%: 1,6-27,9, p<0,001] e de 10,2
[Hillyer et al. (18) — estudo caso-controle retrospectivo em equinos atendidos em dois
hospitais veterinarios do Reino Unido - IC95%: 2,1-49,0, p<0,001].

Outras possibilidades de recidiva sdo mencionadas como resultante de predisposi¢ao
individual (8), da formagdo de aderéncias e estreitamentos de visceras apds ocorréncia de
colica cirdrgica (4, 29), assim como da diminuicdo de neurdnios do plexo mioentérico na
flexura pélvica e c6lon dorsal direito, o que pode ocasionar obstrucdo crénica do célon, com
consequente alteracdo na motilidade intestinal (11). A excecdo das aderéncias e dos
estreitamentos viscerais mencionados por White (11), ja4 que nenhum animal possuia histérico
anterior de colica cirurgica, nenhuma das demais possibilidades mencionadas pode ser
descartada como fatores predisponentes para o aparecimento dos episddios de cdlica nos
animais do presente estudo. No entanto, é importante destacar que conforme mencionado por
Cohen, Gibbs ¢ Woods (4), o histérico anterior da afeccao nao auxilia na identificacao da
causa da sindrome. Entretanto, essa possibilidade de associa¢do de um episddio anterior com
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um quadro subsequente da afeccdo € uma informagdo importante para veterindrios,
proprietdrios e, principalmente, para aqueles que manejam os animais. A falta de
esclarecimentos possibilita a permanéncia dos fatores de risco na propriedade.

A maioria (65,8%) dos equinos acompanhados nao possuia histérico de claudicacdo e a
ocorréncia do problema locomotor havia ocorrido em média 240 dias antes. E provdvel que
esse seja o motivo pelo qual 79,5% dos proprietarios/responsaveis ndao recordavam a possivel
etiologia da claudicacdo. Essa falta de informacdo é prejudicial a um estudo epidemiolégico.
Conforme destacam Singer et al. (32), proprietarios deveriam manter atualizados todos os
histéricos clinicos dos equinos atletas, evitando assim, a auséncia de informacdo sobre o
diagndstico definitivo das afec¢des previamente apresentadas.

A relacdo entre claudicacdo e episddios de sindrome coélica, revelada no estudo caso-
controle, também ja havia sido mencionada em diferentes estudos realizados em equideos (8,
18, 30, 33). Cox et al. (30) estudando fatores de risco para a sindrome cdlica por compactagao
em asininos encontraram 2,2 mais chances (IC95%: 1,3-4,9) da ocorréncia do quadro em
animais com problemas locomotores. Hillyer et al. (18) descreveram quatro semanas apds o
surgimento de afec¢des musculo-esqueléticas como um periodo de alto risco para surgimento
da afeccdo. O presente estudo revelou razdo de chances de 2,1 para o aparecimento de célica,
em animais que apresentaram problemas locomotores, sendo que esta passou para 3,4 quando
estes problemas ocorreram até 120 dias antes do episédio da sindrome. A reducdo da
quantidade de exercicios em decorréncia da afeccdo locomotora aumenta o tempo de
estabulacdo, que associado a mudancas alimentares, pode predispor ao quadro de abddmen
agudo. Adicionalmente, conforme mencionado pela literatura cientifica, animais que pastam
livremente produzem de forma continua grandes quantidades de saliva rica em bicarbonato, em
resposta ao processo de mastigacao, que € um importante efeito tamponante ao dcido gastrico
(34-37), e que pode evitar o aparecimento de ulceras. Por outro lado, existem relatos de que a
prevaléncia da severidade da ulcera ndo difere significativamente entre equinos totalmente
estabulados, de animais mantidos parcialmente estabulados, ou a pasto (38).

A tulcera gastrica nos equinos € multifatorial e frequentemente assintomatica (39, 40),
sendo a administracdo de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) (41, 42), farmacos
comumente empregados em equinos com afec¢des do sistema locomotor, uma das possiveis
causas. A lesdo gastrica € normalmente associada a altas doses ou frequente administragao dos
AINEs (43). Entretanto, doses terapéuticas também podem causar udlceras na espécie. A
hipétese mais amplamente aceita para a associacao entre AINEs e tlceras gastricas € a inibi¢ao
de cicloxigenases, a qual bloqueia a conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas (44,
45). O efeito vasodilatador fisiolégico das prostaglandinas (particularmente da PGE;) na
mucosa do estdbmago gera um sistema de tampdo pelo bicarbonato, o qual atenua a agdo
corrosiva do 4cido cloridrico presente nas secrecdes géstricas (40, 45, 46). Finalmente, o
estresse decorrente do confinamento e aplicagdo de medicamentos € um aspecto que deve ser
considerado no aparecimento da célica (35, 39, 44). Vatistas et al. (41) estudaram o estresse em
30 equinos Puro Sangue Inglés (PSI) adultos, e sugeriram que a exposi¢do a um novo
ambiente, transporte, contengdo fisica, anestesia e sondagem nasoesofdgica sdo situagdes que
podem aumentar a concentracdo de cortisol sérico. Sabe-se que a elevacdo dos niveis de
corticosterdides enddgenos resultantes do estresse pode inibir a sintese das prostaglandinas (34,
40), previamente mencionadas.

As afeccdoes locomotoras (lesdes de casco, tendinopatia, traumatismo, distensdo
muscular, entorse e artrite), identificadas durante o estudo epidemioldgico, podem estar
relacionadas com erros no manejo dos animais na propriedade, como a auséncia de limpeza
didria da baia, ndo utilizagcdo de ferraduras, atividade fisica didria muito intensa ou prolongada,
entre outros. A maioria dos animais (76,3%) nao estava utilizando ferradura, que é um
instrumento que protege o casco. Medidas preventivas devem ser tomadas para a reducio da
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frequéncia desses problemas locomotores e, consequentemente, do fator de risco ‘histérico
anterior de claudicacao.

O achado mais surpreendente nos estudos epidemioldgicos foi a auséncia de associagao
entre cOlica e a varidvel consumo de racdo comercial, que foi em média de 6 kg/dia, para
animais pesando entre 300 e 450 kg. Por se tratarem de equinos atletas, ja era esperado maior
consumo de fonte energética, como as racoes industrializadas. Estudo realizado por Tinker et
al. (8) revelou que animais alimentados com mais de 2,5 kg de concentrado/dia apresentam 4,8
mais chances (IC95%: 1,4-16,6) de desenvolverem cdélica. Outras pesquisas demonstraram que
equinos alimentados com mais de 5 kg de concentrados/dia possuem 6,3 mais chances (IC95%:
1,8-22,0) de desenvolverem a sindrome (5, 6, 8, 33). Por outro lado, ainda que a ingestao
excessiva de racdo industrializada seja considerada fator de risco para a sindrome coélica (5, 8),
existem estudos que ndo revelaram essa associacdo (47, 48), conforme constatado nos animais
de vaquejada. A razdo para a auséncia de associacdo entre essa varidvel e a afec¢ao pode ser
devido ao fornecimento fracionado do alimento, ja que a maioria dos animais recebia o total de
racdo dividido em trés ou mais refeicoes. Adicionalmente, muitas das informacgdes disponiveis
a respeito da relacdo entre dieta e sindrome coélica sdo baseadas em hipéteses ou extrapolacdes
de dados experimentais que ndo foram corroborados com observagdes epidemioldgicas, como
a realizada no presente estudo.

Apesar das precaugdes adotadas, no presente estudo ocorreram vieses de informacgao
(sobre a exposicao aos fatores de risco ou no surgimento do quadro de sindrome célica) e de
memoria, ja que a informagdo € retrospectiva e, portanto, dependente da memoria. A
definicdo de colica como dor abdominal aguda pode ser uma fonte de viés de informacao na
interpretacdo dos resultados (8) e pode influenciar na identificacao de fatores de risco, pois,
segundo Gongalves, Julliand e Leblond (5), alguns fatores estdo diretamente relacionados com
as diversas definicdes utilizadas para a sindrome (dlcera gastrica, colite, compactacdo, lipoma
estrangulante, etc), apesar de existirem fatores de risco comuns a todos os tipos da sindrome
(3). Por outro lado, conforme mencionado por Tinker et al. (8), se fosse utilizada uma
definicdo mais especifica do quadro de cdlica, como por exemplo, célica por compactagao ou
devido a duodeno-jejunite proximal, poderia haver limitagdo do estudo a um ndmero ainda
menor de casos clinicos e isso ndo estaria indicado em uma abordagem inicial de uma
populacao-alvo.

A resposta ao segundo questiondrio, apds a ocorréncia dos casos da afeccdo nos
eventos, foi realizada pela mesma pessoa que respondeu ao primeiro questiondrio, além do
veterindrio responsavel pelo atendimento do caso clinico. Portanto, a aplicagdo do segundo
questiondrio foi mais demorada, podendo ter ocorrido viés de informacdo (5, 49), pelo fato do
respondente poder ter sido mais cuidadoso em caracterizar a forma de manejo adotada
(possiveis fatores predisponentes a sindrome), uma vez que o caso de coélica era recente. Esse
mesmo tipo de viés foi identificado por Reeves, Salman e Smith (3) e Tinker et al. (8) que
mencionaram que os proprietdrios de animais com quadros da sindrome se tornam mais
participativos, na esperanga de serem beneficiados pela pesquisa, de forma a identificar falhas
no manejo, e obter as recomendacdes que possam reduzir a casuistica na propriedade.

Viés de memodria, comumente observado quando se aplicam questiondrios (5, 49),
ocorreu durante os questionamentos relacionados com a vermifugacdo, onde a maioria dos
proprietarios ou responsdveis recordava da dltima administracdo do vermifugo, mas ndo da
frequéncia e base farmacoldgica do produto utilizado. Esse fato também pode ter ocorrido em
outras questdes, como frequéncia de casqueamento e ferrageamento. Esse viés foi constatado
por Trotz-Williams et al. (50) no estudo caso-controle realizado com a finalidade de avaliar a
ocorréncia de Anoplocephala perfoliata em equinos em Ontério, Canada. Diferentemente do
presente estudo, que foi presencial, os autores utilizaram questiondrios que foram enviados a
veterindrios. De acordo com alguns autores (5, 49, 50), essa forma nao presencial de obten¢do
de informacao € ainda mais sujeita a vieses.
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O viés de memoria quanto ao desfecho (sindrome cdélica) também poderia estar
presente, porém essa afec¢ao € um acontecimento marcante, além disso, o0 manejo dos equinos
era principalmente do tipo semi-intensivo, com os animais alocados em baias durante o dia e
soltos no periodo da noite, o que certamente facilitou a observacao dos sinais de episddio de
cOlica. Por outro lado, o viés poderia estar presente quanto ao tempo exato da apresentagao do
quadro e ndo se o ‘animal apresentou ou ndo’ a afeccao.

CONCLUSOES

Caso nao exista histdrico anterior de célica ou de claudicacdo, o risco de ocorréncia da
afeccdo nos eventos de vaquejada é baixo. O fato das varidveis relacionadas ao manejo
alimentar e sanitdario dos animais ndo estarem associadas a ocorréncia de cdlica, sugere que as
atividades preconizadas pelos proprietarios e tratadores ndo aumentam o risco de ocorréncia
da afec¢do, devendo ser mantidas. Por outro lado, os fatores de risco identificados permitirao
que outras medidas de prevencdo sejam implementadas nas propriedades e parques. E
necessario aperfeicoar a realizacdo de registro sobre o manejo a que cada animal estd
submetido. A continuidade dessa linha de investigacao, utilizando maior amostragem, em se
tratando de delineamento individual-analitico permitird aprofundar o conhecimento existente
sobre fatores de risco associados a sindrome célica, contribuindo para o esclarecimento de
possiveis etiologias e, consequentemente, a prevencdo mais adequada desse agravo nas
populacdes equinas.

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica do Departamento de Veterindria da
Universidade Federal de Vicosa (DVT/UFV) em 31 de julho de 2008.
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com os seguintes itens:
1. P4gina de rosto, com:

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

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

» Nome, enderego, telefone, fax e correio eletronico, para correspondéncia;

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

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

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

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

3. A estrutura do artigo devera conter:

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

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

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

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

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.
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Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver (http://www.icmje.org./).

Deverao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢do de textos, Excel
(qualquer versdo) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada péagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos ardbicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numerac¢io nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no enderego eletronico da revista. Para as demais secOes da
revista sdo vdlidas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas apds escritas por extenso na primeira utilizagdo.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

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

RELATOS DE CASO

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

COMUNICACOES CURTAS

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

REFERENCIAS E CITACOES

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

Exemplos

Citacoes

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

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

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

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

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

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

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.
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1 Artigo de revista
Andrade SF, Sakate M. Intoxicagdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.
Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.

Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacao como autor

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

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

3 Livro

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

4 Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

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

5 Artigos apresentados em congressos, reuniées, seminarios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produ¢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, direccidn, teléfono, fax y correo electrénico para correspondencia.

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

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

« Tanto el “resumo”, como el “abstract”, asi como el resumen, deben estar seguidos del titulo
del trabajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con
informaciones referentes a la 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 introduccion. 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 version) para graficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x
29,7 cm), a doble espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior
de cada pagina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracién consecutiva de las paginas en
nimeros arabicos, 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).
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