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EDITORIAL

CIENCIA E TECNOLOGIA: A CRIACAO DE CELULAS TRONCO HUMANAS POR
MEIO DE CLONAGEM

Ja é possivel a producdo de clones a partir da transferéncia do nicleo de uma célula
adulta em um 6vulo, cujo DNA fora removido. A mesma técnica foi utilizada na clonagem
que deu origem a ovelha Dolly no de ano de 1996, que foi o primeiro mamifero clonado por
transferéncia nuclear. Este fato estd sendo considerado o maior avangco obtido desde a
producdo da Dolly.

Sabe-se que as células tronco embriondrias poderd auxiliar no tratamento de vdrias
doencas, pois tem condi¢des de se tornar células de qualquer parte do organismo, com menor
risco de rejei¢do. Desta forma ha expectativa positiva para a cura de doengas como diabetes e
Parkison. Sdo vdrias as tentativas da criacdo de células humanas desta forma, até entao, nao
obtida. Em 2005 o Sul coreano Woo Suk Hwong anunciou os seus resultados, entretanto,
foram desmentidos, sendo considerado um dos maiores casos de fraude cientifica na historia
recente.

O método utilizado surpreendeu a comunidade cientifica. Inicialmente obteve-se
resultado positivo com évulos de macacos e de acordo com as leis americanas postergou-se a
realizacdo de testes em humanos. A destrui¢cdo de embrides € polémica e hd questionamentos
éticos e ha o receio de que esta tecnologia ji possa ser usada para a criacdo de clones
humanos. S3o os avancos da ciéncia e da tecnologia que podem ser interessantes para a
utilizacdo em beneficio tanto de humanos como dos animais, mas que por outro lado, gera
discussao pelos aspectos negativos, e que dependem do ser humano. Ha que se contrapor os
aspectos positivos e negativos da alta tecnologia, e ao que tudo indica a sua utilizagdo € o
caminho para a resolu¢do de muitos problemas de saide e o aperfeicoamento na sua obtengao
e utilizagdo € a grande expectativa da humanidade.

Este nimero da Revista traz os seguintes artigos de revisdo: Complexo gengivite
estomatite felina: revisdo de literatura; Aspectos ultraestruturais dos complexos cumulus-
odcito de mamiferos; Caracteristicas da forragem que implicam no comportamento € consumo
de ruminantes; Hepatozoonose canina no Brasil: Aspectos da biologia e transmissao;
Leishmaniose felina: Revisao de literatura; A gendmica bovina - origem e evolucdo de
taurinos e zebuinos; Alteragdes senis do encéfalo de caninos — aspectos imaginolégicos. Os
relatos de caso: Contribuicdo do método ultrassonografico no diagndstico de pionefrose em
um canino ; Surto de mannheimiose pneumodnica em ovinos no sul do Brasil; Gota drica
visceral em tucano toco (Ramphastos toco); Geotrichum candidum e sua importancia nas
mastites; Sindrome vestibular periférica congénita associada a microtia em cdo. Artigos: Uso
do dcido mefenamico em receptoras de embrides equinos; Resisténcia de Lactobacillus sp.
isolados de salames artesanais produzidos na regido sul do Brasil a antibiéticos;
Epidemiological aspects of dog bites considering biter dogs and victims; Implicacdes do uso
do extrato de LBD (lipoproteinas de baixa densidade) ou da gema de ovo “purificada”, sobre
a motilidade e morfologia espermdtica no s€émen ovino refrigerado por 24 ou 48 horas;
Condenagdes por aspecto repugnante em frangos abatidos sob inspecdo estadual, no
municipio de Sdo Gong¢alo dos Campos — Bahia, Brasil; Analgesia peridural com ropivacaina
associada ao midazolam em cadelas submetidas a ovariosalpingohisterectomia.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni, H. CIENCIA E TECNOLOGIA: A CRIACAO DE CELULAS TRONCO HUMANAS POR MEIO DE
CLONAGEM. Vet. e Zootec. 2013 junho; 20(2): 159
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COMPLEXO GENGIVITE ESTOMATITE FELINA: REVISAO DE LITERATURA

Kelly Sanches Matilde'

Maria Liicia Gomes Lourenco’
Fabiola Soares Zahn®

Luiz Henrique de Aradjo Machado®

RESUMO

O Complexo Gengivite Estomatite Felina (CGEF) é uma doenca inflamatéria grave da
cavidade oral de etiologia desconhecida, sendo uma das doencas mais dolorosas e frustrantes
da medicina felina. Com evolug¢do cronica e de dificil tratamento, a doenga se caracteriza por
lesdes hiperémicas, proliferativas e ulcerativas localizadas preferencialmente na regido dos
arcos glossopalatinos (fauces), estendendo-se em diversas por¢des da cavidade oral. O
principal achado histopatolégico do CGEF ¢ o infiltrado inflamatério com predominio de
linfécitos e plasmocitos. A doenca pode ser controlada pelo tratamento periodontal associado
ao controle da placa bacteriana, extragdes dentdrias, antibioticoterapia e/ou imunossupressao.
A reposta ao tratamento € varidvel sendo a evolucdo incompleta, transitdria e imprevisivel.

Palavras-chave: gatos, ulceras, cavidade oral
FELINE GINGIVITIS-STOMATITIS COMPLEX: A REVIEW
ABSTRACT

Feline gingivitis-stomatitis complex is a severe inflammatory oral disease of unknown
etiology and is considered one of the most painful and frustrating diseases in feline medicine.
The syndrome is chronic and difficult to treat and is characterized by hyperemic, proliferative
and ulcerative lesions preferentially located at fauces and extending to different portions of
the oral cavity. The main histopathological finding is the inflammatory infiltrate with
predominant linfocytes and plasmocytes. The disease may be controlled by periodontal
treatment associated to control of bacterial plaque, teeth extractions, antibiotic therapy and/or
immunosuppression. The response to treatment is variable with incomplete remission and
transitory and unpredictable evolution.

Keywords: cats, ulcers, oral cavity

COMPLEJO GINGIVITIS-ESTOMATITES FELINA: REVISION DE LA
LITERATURA

RESUMEN

El complejo gingivitis-estomatitis felina (CGEF) es una enfermedad inflamatoria grave de la
cavidad oral, de etiologia desconocida y uno de los padecimientos mas dolorosos y frustrantes
dentro de la medicina felina. De evolucion crénica y de dificil tratamiento, la enfermedad se
caracteriza por lesiones hiperémicas, proliferativas y ulcerativas localizadas usualmente en la
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regién de los arcos glosopalatinos (fauces), que se extienden hacia diversas regiones de la
cavidad oral. El principal hallazgo histopatolégico de CGEEF es el infiltrado inflamatorio con
predominio de linfocitos y plasmocitos. La enfermedad puede ser controlada a través de
tratamiento periodontal asociado al control de la placa bacteriana, extracciones dentarias,
antibioticoterapia y/o inmunosupresion. La respuesta al tratamiento es variable, de evolucién
incompleta, transitoria e imprevisible.

Palabras clave: gatos, ulceras, cavidad oral
INTRODUCAO

Na medicina felina as afec¢des inflamatérias da cavidade oral sdo freqiientes, sendo a
gengivite-estomatite (GE) considerada a segunda causa mais freqiiente de enfermidade oral
em gatos, superada apenas pela doenca periodontal (1). A GE tem-se mostrado cada vez mais
freqiiente na rotina da clinica médica de felinos (2).

O Complexo Gengivite-Estomatite Felina (CGEF) é uma inflamacdo oral crdnica
também conhecida por Estomatite Linfoplasmocitica, Gengivite-Estomatite Linfocitica-
Plasmocitica, Estomatite Ulcerativa Cronica, Gengivite Cronica, Estomatite Plasmocitica,
Gengivite-Faringite Plasmocitaria, Estomatite Necrosante, Gengivoestomatite Cronica,
Estomatite Felina Intratdvel, dependendo da distribuicao das lesdes e de acordo com o aspecto
histopatolégico. E uma doenca comum caracterizada por inflamacdo intensa da gengiva e
mucosa oral. (3-8). O uso do termo gengivite-estomatite ¢ recomendado quando se descreve
uma inflamacao geral na gengiva e na cavidade oral (9, 10).

A inflamagdo severa e crOnica da gengiva, mucosa alveolar e regido glosso-palatina,
representa uma reacdo exacerbada do organismo frente ao acimulo de placa bacteriana e de
calculos dentdrios da doenca periodontal (11). Desconhece-se a causa dessa sindrome, mas
sugere-se a ocorréncia de uma estimulacdo antigé€nica cronica (11). O calculo dentdrio, muitas
vezes presente na cavidade oral de gatos com gengivite-estomatite, tem seu envolvimento
referido na patogenia desta enfermidade (9). Suspeita-se que gatos portadores desta doenca
desenvolvam uma resposta imunoldgica exacerbada a fatores desconhecidos, bactérias ou
virus presentes na cavidade oral (2).

De acordo com Lyon (9), ndo had predisposi¢do racial, sexual ou etdria, contudo,
segundo Gaskel e Gruffyd (4), em certas racas como siamés, abissinio, persa, himalaio e
birmanes, que apresentam uma forma mais grave da afeccdo, sugere-se uma possivel
tendéncia genética.

Alteragdes no sistema imunoldgico do paciente podem modificar sua resposta
permitindo que infec¢des oportunistas contribuam para a cronicidade do processo (9). O
diagndstico e o tratamento representam um desafio para o clinico veterinério (11-13).

ETIOPATOGENIA

As lesdes inflamatdrias cronicas que afetam a gengiva e a mucosa oral dos felinos
domésticos iniciam-se, em geral, como gengivite e progridem para outras regides da cavidade
oral, podendo estender-se das margens gengivais para outras dreas, atingindo a regido do arco
glossopalatino. Concomitante a estomatite, a doenga periodontal e lesdes de reabsorcdo
dentéria dos felinos (LRDF) podem estar presentes, contribuindo para a gravidade das lesdes
(12).

A gengivite-estomatite cronica felina (GECF) é uma sindrome caracterizada por
resposta inflamatéria focal ou difusa, cuja etiologia é muitas vezes desconhecida, porém
aspectos multifatoriais tem sido incriminados, como virus, bactérias, reacdo auto-imune,

genética, nutri¢ao, ambiente e a domesticacdo em geral (9).
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O fator desencadeante e o processo fisiopatolégico basico ainda ndo foram descobertos
e podem diferir em cada caso. A intensa proliferacdo bacteriana, composta inicialmente por
micro-organismos aerébios gram positivos, sem motilidade, e posteriormente por anaerobios
gram negativos, com motilidade, levam a producdo de hialuronidases e enzimas lisossomais
que, em associacdo ao grande fluxo de células inflamatérias, acabam por irritar os tecidos
orais. Isto desencadeia uma reacdo inflamatdria, caracterizada por edema, eritema e
ulceracdes, dando inicio a gengivite e predispondo a formagao de cédlculo dentdrio. O célculo
€ composto por bactérias e outras substincias organicas, incorporadas a uma matriz
inorganica composta principalmente por hidroxiapatita, célcio e fésforo (provenientes da
saliva), originando uma placa mineralizada (11, 14).

As bactérias desempenham um papel claro na patogenia da gengivite cronica, uma vez
que os animais respondem a tratamentos com antimicrobianos. Entretanto, ainda ndo esta
definido se este papel ¢ mesmo etioldgico ou trata-se de uma infec¢ao oportunista secundaria
a outro processo envolvido (11). A resposta imunolégica do organismo frente a placa
bacteriana acarreta tanto uma gengivite quanto uma estomatite. Além disso, diversos fatores
supracitados podem estar associados a uma disfuncao da resposta imunolégica (11, 12, 14).

Na gengivite os anticorpos produzidos pelos plasmdcitos contra as toxinas bacterianas
ativam o sistema complemento, atraindo células fagociticas que, por sua vez, lesam as
membranas das células gengivais, resultando em aumento da permeabilidade vascular local e
intensa retracao gengival (5, 6, 8, 9).

O aumento no nivel sérico de imunoglobulinas , incluindo a y-globulina, confirma a
resposta imunoldgica exacerbada (15). Estudos demostraram que a resposta inflamatodria é
semelhante, independente da etiologia e que a infeccdo secunddria por micro-organismos
freqiientemente conduz a um processo supurativo superficial, dificultando ainda mais a
determinac¢ao da causa primaria (12).

Segundo Harley, Gruffydd-Jones e Day (16), gatos com gengivite estomatite crOnica
tém maiores concentracdes séricas de imunoglobulina IgG, IgM e IgA, maiores concentracdes
salivares de IgG e IgM, mas concentracdes significativamente menores de IgA. A importancia
da IgA na cavidade oral estd relacionada a capacidade de neutralizacdo de patogenos e
toxinas, inibindo a aderéncia e o crescimento de micro-organismos na mucosa oral ou dentes,
contribuindo com o aumento do fator de defesa ndo-especifico. Entretanto, ndo esta claro se o
comportamento das imunoglobulinas descrito acima pode ser considerado uma causa ou
conseqiiéncia da doenca inflamatéria oral. O conhecimento do mecanismo imunolégico
envolvido na GE ¢ importante a fim de se avaliar as conseqiiéncias da progressdao da doenca
quando houver qualquer supressao deste sistema. Nas doengas cronicas de origem metabdlica
ou enddcrina o sistema imunoldgico poderé estar suprimido, fazendo com que a progressao da
gengivite para a doenga periodontal ocorra rapidamente, afetando também os animais jovens
9, 17).

As doencgas sistémicas como as infeccdes causadas pelo virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV), herpesvirus (FHV) e calicivirus (FCV),
doencas imunomediadas e outros fatores tais como a dieta do animal e conformagdo oral (ma
oclusdo ou desalinhamento dentdrio) podem contribuir para o desenvolvimento do CGEF,
embora ndo esteja estabelecida a relacdo com estas doengas nem se possa afirmar, até o
presente momento, serem o fator desencadeante da estomatite cronica (11, 13).

O FCV ¢é um patégeno comum do trato respiratério superior dos felinos e estd
relacionado com a doenca oral aguda e cronica, principalmente quando hd comprometimento
clinico do arco glosso-palatino, embora a participacdo deste virus no desenvolvimento da
doenca ndo esteja esclarecida (12). Pelo exame histolégico da cavidade oral de animais
infectados com o calicivirus, foi possivel descobrir que este virus se replica preferencialmente
nas células do epitélio tonsilar superficial e mucosa da regido adjacente, provavelmente como
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conseqii€éncia da funcdo imune das tonsilas no organismo, agindo como uma “barreira” contra
possiveis agentes infecciosos (9, 18).

Outro virus investigado, o FHV, estd associado a rinotraqueite dos felinos podendo
causar ceratite e conjuntivite, faringite, estomatite, dermatite facial, aborto e mortalidade
neonatal (7, 19). Em estudo realizado por Hennet (20) a prevaléncia de gatos com estomatite
caudal infectados pelo FCV e FHV, utilizando-se a tecnologia PCR, foi de 97% e 15%,
respectivamente. Segundo este autor, a presenca do FCV foi significativamente
correlacionada com a estomatite caudal, enquanto que o FHV ndo apresentou correlagdo,
tanto nos gatos infectados como nos nao infectados pelo FCV (20).

Em outro estudo, 88% dos gatos com a doenga foram positivos tanto para FCV quanto
para FHV e nenhum dos animais atendidos foi negativo para ambos. A infec¢do concomitante
foi mais comum em animais com gengivite estomatite cronica do que em animais que
apresentaram somente doenga periodontal. Entretanto, ndo foi comprovada nenhuma relagao
entre esses virus e o fator desencadeante do processo inflamatério (12).

Os gatos podem desenvolver diversas doencas se infectados pelo FIV, um retrovirus
pertencente a subfamilia dos Lentivirus mundialmente disseminado na populacdo felina.
Dentre as conseqiiéncias mais comuns da infeccdo pelo FIV estd a inflamagdo gengival
cronica. Cerca de 50 a 80% dos gatos infectados pelo FIV apresentam gengivite crOnica
podendo, ou ndo, desenvolver outros sinais da doenca (12, 20).

Segundo Wolf (21), os virus da leucemia (FeLV) e imunodeficiéncia felinas (FIV) nédo
sdo significantemente associados com a gengivite-estomatite linfoplasmocitica, podendo-se
encontrar animais com gengivite cronica que sejam negativos para a infeccao por FIV (6). O
virus da leucemia e da imunodeficiéncia felinas causam imunosupressdo, favorecendo o
aparecimento de infec¢des oportunistas e aumentando a gravidade das lesdes na cavidade oral
dos animais com CGEF (2). Apesar das controvérsias sobre a correlagao da doenca com esses
virus, os testes diagnoésticos para FIV e FeLV devem ser realizados em qualquer gato com
estomatite ou periodontopatia ndo responsiva, ou em animais que apresentem alteracdo no
desenvolvimento com les@o periodontal concomitante (6, 21, 22).

A patogenia do CGEF estd intimamente relacionada a um componente imunomediado
(23). A inflamacdo gengival € ocasionada pela resposta do hospedeiro a continua exposicao a
um antigeno bacteriano e aos efeitos diretos produzido pelas bactérias causadoras da placa
dental. A inflamacdo periodontal resulta do desequilibrio entre a formac¢do da placa bacteriana
e a resposta imunoldgica do hospedeiro. Esse desequilibrio ocorre quando ha alteracdo da
microbiota da cavidade oral ou quando o nivel de imunidade individual é afetado por fatores
ambientais. A formacao de placas bacterianas €, portanto, a causa mais freqiiente da doenca
periodontal cronica. Quando o mecanismo de defesa do hospedeiro é ativado, o objetivo € a
localizagao e destruicdo do antigeno, entretanto, o tecido do préprio hospedeiro pode também
ser destruido durante o processo inflamatério (9).

Na mucosa oral higida, sio encontradas predominantemente citocinas oriundas do
linfécito T-helper 1, devido a uma menor resposta a invasdo bacteriana da microbiota
residente na cavidade oral saudavel. Contudo, em gatos com CGEF, cortes histolégicos e
imunoistoquimica demonstraram a presenca tanto de linfécitos T-helper 1 quanto 2 (23).
Nenhum agente etioldgico especifico foi comprovado como desencadeador da resposta imune.
Uma das hipéteses na etiopatogenia da doenca € a de um defeito imunolégico do hospedeiro,
que promove uma resposta exacerbada e a autodestrui¢do dos tecidos orais envolvidos no
processo inflamatério (2). Muitos gatos com GE apresentam diminuicdo da inflamagdo e
melhora sintomdtica quando submetidos a um tratamento imunossupressor, reforcando o
carater imunomediado da doenca (2).

A identificacdo do papel das citocinas na patogenia da afeccdo propiciou grandes
perspectivas para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, incluindo a
manipulacdo, expressao ou a atividade de citocinas especificas in vivo (16).
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As desordens nutricionais também contribuem para doenca oral (9). A alergia alimentar
€ ocasionalmente implicada na etiopatogenia do CGE, sendo nos seres humanos associada ao
consumo de alguns aditivos alimentares ou a deficiéncias de certos micronutrientes. J4 nos
gatos, atribuiu-se a uma resposta antigénica a algumas proteinas da dieta (1).

Pesquisas recentes tém apontado a presenca da Bartonella spp, como um fator
associado ou causador do CGEF (21, 24). A Bartonella henselae provoca a estomatite
linfoplasmocitica em felinos, e a sua identificacdo por um teste sorolégico recém introduzido
no mercado norte-americano (FeBart® Test, National Veterinay, Franklin Lakes, NJ, EUA)
sugere que alguns pacientes com estomatite estejam infectados com este agente (6, 21, 25).

Existem evidéncias de que as racas asidticas sejam mais comumente afetadas pelo
CGEF, indicando uma provavel predisposi¢dao genética. Em humanos, como nos felinos,
existe um fator hereditario para o desenvolvimento de estomatite, conhecido por “estomatite
aftosa recorrente” (EAR) (26). Independente da raca, a idade média do aparecimento das
lesdes € por volta dos oito anos, atingindo também animais entre trés e 15 anos (11, 13).

Ha quatro graus de classificac@o para a gengivite dos felinos, baseia-se na intensidade e
nos tipos de lesdes na cavidade oral. De acordo com Waters et al. (27), os graus podem ser
divididos em: zero (0) auséncia de gengivite; (I) gengivite leve, hiperemia gengival discreta;
(IT) gengivite moderada, hiperemia evidente, auséncia de ulceracdo; (III) gengivite grave
hiperemia evidente, hiperplasia e/ou ulceracdo; (IV) gengivite muito grave, hiperemia
bastante evidente, hiperplasia e/ou ulceracdo gengival, tecidos gengivais fridveis.

SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos mais freqiientes da gengivite-estomatite incluem inapeténcia,
anorexia, disfagia, halitose, sialorréia com estrias de sangue, dor intensa, perda de peso,
pelagem sem brilho e desidratacdo (1, 2, 6, 13). Os animais podem ser assintomaticos, sendo a
deteccao das lesdes orais e evidencias de linfadenopatia submandibular, encontradas somente
durante o exame fisico (22). Outras manifestagdes clinicas sdo dificuldade de preensdo dos
alimentos, mudanca na preferéncia alimentar (ragdo seca para alimentos Umidos), e
exteriorizagdo da lingua, provavelmente pelo crescimento tecidual na regido das fauces (2,
22). As manifestagdes clinicas estdo diretamente relacionadas com o processo de inflamacao
difusa ulcero-proliferativa da mucosa alveolar, jugal, lingual e/ou do arco glosso-palatino. A
saliva, na maioria dos gatos com estomatite, apresenta-se espessada e em fios (1, 11, 28).

Com freqiiéncia, os gatos acometidos apresentam dor pronunciada e podem tornar-se
relutantes e agressivos durante a abertura e exame da cavidade oral (6). No exame fisico,
pode-se observar gengivite, estomatite e possivelmente palatite, glossite, faringite, faucite
bilateral, ulceragdes linguais e palatinas, além de linfadenopatia mandibular. A inflamacgao
oral é freqlientemente extensa e os tecidos afetados encontram-se tipicamente ulcerados,
proliferativos e hiperémicos (1, 28, 29).

As alteragdes normalmente coexistem com reabsor¢do odontocladstica dos felinos
(LROF), onde os animais acometidos apresentam lesdes de reabsor¢ao dental, clinica e
radiograficamente, representadas por dreas de auséncia de substiancia dental. A LROF ¢
resultante da atividade odontoclastica, a qual € estimulada pelas citotocinas liberadas
normalmente em dreas gengivais inflamadas, as quais sdo induzidas pela presenca de
elementos que constituem a placa bacteriana (11, 13, 29). Outras causas de inflamagdo oral
incluem gengivite urémica, complexo granuloma eosinofilico, alergia alimentar, carcinomas
de células escamosas, reagdo a corpos estranhos, e doengas auto-imunes, como o pénfigo
vulgar e o lipus eritematoso sistémico (9).
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DIAGNOSTICO

Uma anamnese detalhada é fundamental para o diagnodstico definitivo e deve incluir
informacdes sobre a idade, tipo de alimentacdo recebida, modo de vida do animal, evolugdo
do processo, duragcdo dos sintomas, medicagao utilizada e tratamentos previamente realizados
assim como os resultados obtidos. O exame fisico da cavidade oral, na maioria das vezes, €
suficiente para fechar o diagnéstico. Entretanto, bidpsia e exame histopatolégico das lesdes
inflamatérias devem ser realizados, além de exames laboratoriais de triagem como
hemograma, perfis renal e hepatico (7).

Freqiientemente, os exames histopatoldgicos exibem hiperplasia do epitélio oral com
ulceracdes profundas e, abaixo um infiltrado plasmo-linfocitico, infiltracao de macréfagos e
neutro6filos polimorfonucleares na submucosa e células inflamatdrias presentes na mucosa (11,
20).

Os testes soroldgicos (ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ou moleculares
(PCR - Polymerase Chain Reaction) para FIV e FeLV, FCV e FHV sao indicados, a fim de se
obter o progndstico da doenca quanto a possiveis recidivas e o grau de severidade das lesdes
(9, 20).

O diagnéstico diferencial inclui: imunossupressdo associada ao FelLV, apresentacoes
atipicas do granuloma eosinofilico, diabetes melitus, doenca periodontal secunddria ao
hipotireoidismo, pénfigo vulgar, hiperplasia gengival primdria grave, neoplasias como
carcinoma de células escamosas e outras doengas de carater auto-imune (1, 2).

As neoplasias muitas vezes sdo acompanhadas de inflamacdo, mas ndo constituem, por
si s0, doencga inflamatdria, todavia, o carcinoma, o fibrossarcoma e o melanoma podem
apresentar lesdes do tipo proliferativas, ulcerativas ou tulcero-proliferativas, mimetizando as
lesdes causadas por agentes infecciosos ou vice-versa. Embora a localizacdo da maioria das
neoplasias orais seja unilateral, diferente do que acontece no caso de CGEF, a realizacdo de
biopsia e exame histopatolégico deve fazer parte da rotina cirdrgica (7).

TRATAMENTO

O tratamento dessa afecc@o € complexo, sendo empregadas varias medidas terapéuticas
(2). Nao existe até o momento nenhum tratamento eficaz para CGEF. Vdrios protocolos
terapéuticos sdo descritos na literatura, como abordagem médica, cirdrgica ou a combinagao
de ambas (1, 11). Uma das caracteristicas da estomatite felina € que, mesmo tida como nédo
responsiva ao tratamento e, em conseqii€éncia, frustrante, a afec¢do permanece limitada a
cavidade oral (exceto nos gatos FIV e FeLV positivos) (6).

O envolvimento e disposi¢do do proprietdrio sao imprescindiveis para o sucesso
terapéutico, devendo-se informar ao mesmo sobre o carater cronico desta afeccdo e das
diversas medidas terapéuticas, esclarecendo-o da possibilidade de refratariedade ao
tratamento (1).

Todos os gatos com doenca periodontal devem ser frequentemente submetidos a
profilaxia dentdria incluindo extracdo dos dentes com retracdo gengival (13, 22, 30),
mobilidade, bolsa periodontal e exposicdo de furca (13), pois a doenca periodontal pode
causar CGEF ou contribuir para sua ocorréncia. O exame radiografico intra-oral deve ser
realizado sempre que possivel, para diagnosticar dreas de reabsor¢cao dssea alveolar, presenca
de fragmentos de raiz ou lesdes de reabsorcdo dentdria. Nestas condigdes, estes dentes
deverdo ser extraidos por contribuirem com a cronicidade da afeccdo, ji que a doenca
periodontal promove uma maior inflamagdo devido ao processo infeccioso (1, 7, 9).

A antibioticoterapia deve sempre ser associada a extra¢do dentdria devido ao provavel
envolvimento bacteriano na etiologia da gengivite estomatite (6). Os antibidticos mais
eficazes sdo a clindamicina, a associa¢do de metronidazol com espiramicina, amoxicilina com
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acido clavulanico, a doxiciclina ou a enrofloxacina (1, 9). Estas medidas terap€uticas estao
indicadas em casos moderados, mas os resultados, embora satisfatérios, sdo freqlientemente
transitorios. A associagdo de antibidticos como a enrofloxacina (5,0 mg/kg por via oral, a cada
12 horas) e metronidazol (15,0 mg/kg por via oral, a cada 12 horas) apresenta sinergismo e
tem mostrado resultados positivos em longo prazo (9).

Nos casos de recorréncia de infec¢ao dentro de 30 dias apds a suspensdo do tratamento
antimicrobiano, a pulsoterapia pode ser efetiva. A meta é a prevencdo da colonizacdo
bacteriana, primeiro passo da infeccdo. O antimicrobiano de escolha € administrado em
dosagem normal durante trés a quatro dias, seguidos por uma a duas semanas de intervalo e
novo tratamento na semana seguinte. E crucial que a infecgdo ativa ndo esteja presente e que
ndo exista outro fator envolvido na recorréncia da infec¢do, para evitar a resisténcia ao
antibitico e uma nova infec¢do. Cremes antimicrobianos orais contendo gluconato de
clorexidina também sao benéficos. A melhora clinica é relatada pela diminuicdo da resisténcia
das bactérias orais e a possibilidade de unido da raiz nervosa ao epitélio (9).

Em gatos com exodontia parcial é recomenddvel o tratamento didrio tépico com
clorexidina 0,12% a fim de prevenir a formacao de uma nova placa bacteriana (31). Apesar da
profilaxia realizada pela escovacdo didria ser importante para o sucesso da terapia, sabe-se
que diferente dos cdes com periodontite, € dificil sua implementacdo devido ao
comportamento pouco cooperativo dos gatos, ainda mais exacerbado nos casos de estomatite
(2). A abordagem cirurgica consiste essencialmente na extracdo de todos os dentes molares e
pré-molares, existindo o risco de perpetuagao do processo inflamatério caso haja retengao de
algum fragmento da raiz no osso alveolar (1).

Apesar da extragdo completa ser um tratamento inespecifico, tem demonstrado sucesso
em 80% dos casos por cerca de dois anos (1). Avaliando-se a resposta a extracdo, cerca de
60% dos gatos tiveram completa remissdo da doenga clinica e 20% tiveram remissao suave
nao requerendo tratamento. Dos 20% restantes, 13% ainda necessitaram de tratamento
medicamentoso € 7% nao foram responsivos a cirurgia ou a administracdo de qualquer
medicamento (9). Estes casos podem permanecer em estado controldvel, assintomdtico,
embora as lesdes estejam clinicamente presentes (1, 2, 13, 29).

Os antiinflamatorios esteréides sdo benéficos em 70% a 80 % dos casos (22), mas sua
utilizacdo no tratamento do CGEF € controversa. Como diversos virus podem estar
envolvidos na etiologia, a administragcdo favoreceria a progressao da infeccao. Por outro lado,
devido a presenga de um componente imunomediado, a diminui¢do da resposta do hospedeiro
diante do estimulo antigé€nico seria benéfica, portanto, a utilizacdo de corticosteréide deve ser
cautelosa (1). No tratamento com corticosterdide utiliza-se prednisolona por via oral ou
esterdides de depdsito (metil-prednisolona), por via subcutanea (6, 13, 22). Se houver algum
sucesso inicial e depois recorréncia, pode-se repetir o tratamento antiinflamatério (6).
Freqlientemente ha necessidade de tratamento por periodo indefinido (22). Caso haja a
necessidade de utilizacdo continua ou de esterdides de depdsito apds quatro a seis meses,
deve-se considerar a necessidade de extracdo dentdria em toda a boca, visto que o uso cronico
de acetato de metil-presnisolona pode resultar em diabetes melitus (6).

O unico tratamento consistentemente bem sucedido de estomatite é a extragdo extensa
de todos os dentes pré-molares e molares, localizados na regido circunscrita as lesdes, ou de
todos os dentes da cavidade oral, sendo que as lesdes podem levar meses para desaparecer (6,
9). A grande vantagem da extragcdo extensa € que nao se exige tratamento médico adicional na
maioria dos casos e ndo hd, tampouco, necessidade de higiene oral didria. Os gatos
domésticos convivem bem sem os dentes, sendo que alguns ainda preferem ingerir racdo seca
apos a extracao dentdria total (6).

A forma recombinante do interferon-alfa humano foi inicialmente utilizada em seres
humanos e tem sido usado com sucesso na medicina veterindria no tratamento de infeccdes
virais como FIV, FeLV, Calicivirus, Herpervirus e Peritonite infecciosa felina, revelando-se
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bastante promissora no tratamento do CGEF, ndo sé devido a sua acdo anti-viral, mas também
imunomoduladora (1, 24). O medicamento ndo ¢ um agente viricida, mas pode ser utilizado
na estimulag¢do do sistema imune do gato, resultando em melhora clinica e melhor qualidade
de vida (32). O uso do inteferon-alfa diariamente e por longo periodo vem demonstrando bons
resultados (13), com relatos inéditos de melhora. A dose de 30 UI por via oral é utilizada
diariamente (22) ou a cada semana alternada (32). O tratamento deve ser feito durante toda a
vida do animal, com avaliagdes trimestrais ou semestrais (1, 33).

A crisoterapia (sais de ouro) € utilizada em medicina para tratamento de certos tipos de
tumores. Estudos indicam que a eficdcia da terapéutica com sais de ouro ndo € superior a
utilizacdo de corticosterdides, antibidticos e higiene oral. Administra-se aurotioglicose ou
tiomalato sédico de ouro uma vez por semana durante 16 a 20 semanas, até que se observe
uma resposta, entdo a dose € reduzida para intervalos de 14 dias durante dois meses e depois
mensalmente durante oito meses (22). Esta terapia deve ser utilizada com cautela, pois
existem alguns efeitos colaterais como insuficiéncia renal, trombocitopenia e pancitopenia.
Assim, durante o tratamento em animais, deve-se realizar exames de rotina como hemograma
completo e exames bioquimicos (22).

A ciclosporina é um farmaco imunossupressor que tem sido amplamente utilizado em
gatos submetidos a transplante renal. Tem uma acdo reversivel sobre os linfécitos T
imunocompetentes e fator de crescimento dos linfécitos. Os riscos de toxicidade aumentam
com sua utiliza¢do prolongada e com o aumento dos niveis sanguineos da ciclosporina (34).
Os efeitos adversos verificados em gatos ocorrem sobretudo quando a administracao didria
ultrapassa 15mg/kg, e incluem o aparecimento de diarréia e outros sintomas gastrointestinais,
alteracdes linfo e mieloproliferativas, infec¢des secunddrias devidas a imunossupressao e
ainda alteracOes hepatica e renal (1).

Sugere-se a utilizagao local de ciclosporina sob a forma de pomada a 0,5%, aplicada na
gengiva ou nos labios, ou como comprimidos (3mg/kg duas vezes ao dia), por no maximo trés
meses, ou até a resolucao das lesdes (6). Em gatos a dose recomendada varia de 0,5-10 mg/kg
a cada 12 horas, por via oral. O tratamento deve ser iniciado com uma dose de 0,5 a 2,5
mg/kg, duas vezes ao dia, de forma a se obter niveis séricos de 250 a 500 ng/mL, devendo ser
monitorizados 48 horas apds o inicio do tratamento e depois a intervalos regulares (1).

A azatioprina também pode ser utilizada e quando em associacdo com prednisona ou
prednisolona, auxilia na redu¢do da dosagem destas. Como € um potente farmaco supressor de
medula 6ssea, a contagem eritrocitdria deve ser periodicamente monitorada (9).

A pentoxifilina tem sido descrita no tratamento da gengivite estomatite em cdes pela
capacidade de reducdo dos efeitos endotdxicos negativos dos mediadores de citocinas. A
irritacio gastrointestinal € um efeito colateral freqiiente (9). Em felinos, a dosagem € de 100
mg por via oral, a cada 12 horas (21).

A alteracdo dietética associada a outros protocolos pode contribuir para a melhora do
paciente. Dietas caseiras e comerciais que minimizem a formagao de cédlculos dentérios e que
sejam simultaneamente hipoalergénicas podem ser escolhidas. A suplementa¢do da dieta com
antioxidantes, como vitamina A, C, e E, e minerais como Zinco, apresenta um efeito benéfico
sobre a integridade da mucosa oral e pode contribuir para uma evolu¢do mais favoravel da
GEEF (1).

A termoablacdo a laser € outra op¢ao para a citoreducdo da proliferacdo da mucosa oral,
formando crostas no tecido (1, 9, 34). Porém, ndo existem resultados bem documentados para
demonstrar que esta terapia é melhor do que a extragdo de tartaro e o tratamento médico (6).
A remocao do tecido proliferativo com laser reduz antigenos teciduais e a drea disponivel para
adesdo e multiplicagcdo bacteriana, podendo ajudar no controle da doenca (2).
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CONSIDERACOES FINAIS

O atendimento a felinos no Brasil vem crescendo consideravelmente nos dltimos anos.
Sendo assim, o médico veterindrio deve estar atento as afeccOes mais freqiientes que
acometem essa espécie. Assim como outras doengas especificas dos felinos, o complexo
gengivite-estomatite € uma doenca extremamente complexa, sem etiologia definida, e sem
tratamento eficaz e definitivo. Portanto, se torna uma enfermidade frustrante tanto para o
clinico, quanto para o proprietdrio do animal. A determinacdo da causa e a cura do CGEF
ainda sdo um desafio

O proprietédrio deve ser conscientizado do seu papel na prevencdo e no tratamento do
CGEF, das dificuldades do tratamento e da ocorréncia de recidivas.

De modo geral, o tratamento que exibe melhor resultado é a exodontia, acompanhada de
tratamento periodontal dos dentes remanescentes. Nos casos refratdarios, pode-se obter o
controle dos sinais clinicos pelo uso de medicamentos imune-estimulantes ou supressores € a
realizacdo da exodontia radical. A identificacdo precoce da enfermidade ainda é a melhor
forma de se se estabelecer a melhora da qualidade de vida do paciente.
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RESUMO

Nos mamiferos domésticos, a competéncia oocitdria para suportar os subseqiientes estadios de
desenvolvimento, que envolve os processos de fertilizacdo e embriogénese inicial, depende
ndo apenas da correta segregacdo cromossOmica que caracteriza a maturacdo nuclear, mas
principalmente, das modificagdes morfoldgicas e funcionais ao longo da oogénese e
maturacdo citoplasmadtica. Qualquer distirbio no padrdao de desenvolvimento e migracdo das
organelas citoplasmaticas assim como no processo de transcricdo génica, sintese proteica e
expansao das células do cumulus resultard em menor potencial de desenvolvimento oocitario.
Deste modo, dada a relevancia do tema, esta revisdo visa elucidar os principais aspectos
ultraestruturais dos complexos cumulus-odcitos de mamiferos com énfase aos eventos
bioldgicos que ocorrem ao longo da maturacao oocitéria.

Palavras-chave: oogénese, maturacdo citoplasmadtica, ultraestrutura, mamiferos.

UTRASTRUCTURAL ASPECTS OF THE CUMULUS-OOCYTE
COMPLEXES OF DOMESTIC MAMMALS

ABSTRACT

In domestic mammals, the oocyte competence to support the subsequent stages of
development, which involves the processes of fertilization and early embryogenesis, depends
not only on the correct chromosome segregation that characterizes the nuclear maturation, but
mainly, the morphological and functional changes throughout oogenesis and cytoplasmic
maturation. Any disturbance in the pattern of development and migration of cytoplasmic
organelles as well as the process of gene transcription, protein synthesis and cumulus cells
expansion will result in lower development potential. Thus, considering the topic relevance,
this review aims to elucidate the main ultrastructural aspects of the cumulus-oocyte
complexes of mammals with emphasis on the biological events that occur during oocyte
maturation.

Keywords: oogenesis, cytoplasmic maturation, ultrastructure, mammals.

ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES DE LOS COMPLEJOS CUMULUS-
OVOCITOS DE LOS MAMIFEROS DOMESTICOS

RESUMEN

En los mamiferos domésticos, la capacidad de los ovocitos para soportar las fases que
involucran los procesos de fertilizacion y embriogénesis temprana, no depende unicamente de
la correcta segregacién de los cromosomas que caracteriza a la maduracién nuclear, sino
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principalmente, de los cambios morfolégicos y funcionales durante la ovogénesis y la
maduracion citoplasmatica. Cualquier alteracién en el patrén de desarrollo y migracion de los
organelos citoplasmaticos, asi como en el proceso de transcripcion génica, en la sintesis de
proteinas y en la expansion de las células del cumulus se traduce en la disminucién del
potencial de desarrollo de los ovocitos. Asi, dada la importancia del tema, esta revision tiene
por objetivo elucidar los principales aspectos ultraestructurales de los complejos cumulus-
ovocitos de los mamiferos con énfasis en los eventos bioldgicos que ocurren durante la
maduracién de los ovocitos.

Palabras clave: ovogénesis, maduracion, citoplasmadtica, ultraestructura, mamiferos.
INTRODUCAO

Ainda durante a vida intra-uterina, apds sucessivas mitoses, 0s 00citos iniciam a meiose
que ¢ interrompida no estadio dipldteno da préfase I, morfologicamente identificado pela
vesicula germinativa (VG). Neste estadio, os odcitos agora designados primordiais ou
imaturos podem permanecer por varios anos sendo que, a partir da puberdade, serdao
recrutados para completar seu desenvolvimento (1).

Durante este periodo de bloqueio meidtico, apesar da aparente quiescéncia nuclear, os
odcitos sofrem importantes mudangas moleculares e citoesqueléticas, caracterizadas pela
intensa transcricdo génica, sintese proteica e desenvolvimento de organelas, aumentando
expressivamente de volume (2). Concomitantemente, as células da granulosa se associam por
interacdes moleculares, formando os foliculos, considerados unidade funcional do ovario (3).

Ao longo do desenvolvimento folicular, embora os odcitos permanecam em VG, as
células da granulosa sofrem alteragdes, passando de planas a cubdides, e se proliferam,
determinando a diferenciacdo dos foliculos do estadio primordial até antral (4). Este dltimo
estadio se caracteriza pela formac¢ao do antro, uma cavidade preenchida por um fluido viscoso
rico em esterdides, que promove a separacdo das células da granulosa, sendo que o grupo de
células em intimo contato com o odcito corresponde as células do cumulus (1).

Os foliculos antrais sdo responsivos as gonadotrofinas e, na maioria dos mamiferos
domésticos, a meiose oocitdria é retomada sob estimulo primério do LH (5). Diferentemente,
nas cadelas, os odcitos sdo ovulados ainda no estadio de VG e o reinicio meidtico ocorre no
oviduto (6). Esta segregacdo cromossdmica que caracteriza a meiose corresponde a maturagao
nuclear e € essencial para formacdo de gametas haploéides (5).

Concomitantemente a matura¢do nuclear, a atividade transcricional cessa € o complexo
cumulus-o6cito (COC) sofre marcantes alteracdes morfoldgicas e funcionais que caracterizam
a maturacdo citoplasmética e a expansao do cumulus e sdo essenciais para aquisi¢do da
competéncia oocitéria (5). Deste modo, dada a relevancia do tema, esta revisido visa abordar
as principais modificagdes ultraestruturais nos odcitos de mamiferos ao longo da maturagao
com enfoque as caracteristicas e distribuicdo das organelas citoplasmdticas e células do
cumulus, ressaltando a importancia destes eventos.

ULTRAESTRUTURA DO NUCLEO

De acordo com critérios morfoldgicos, os odcitos podem ser classificados em diferentes
estddios da meiose, conforme definido por Hyttel et al. (7) e Hewitt e England (8). Sendo
assim, odcitos imaturos morfologicamente identificados pela vesicula germinativa, se
caracterizam pela presenca de nucleo esférico localizado na periferia do ooplasma com
carioteca integra, cromatina pouco condensada e nucléolo visivel (Figura 1A).

O reinicio meidtico € marcado pela quebra da vesicula germinativa (QVG),
caracterizada pela marcante condensa¢do cromossdmica e dissolucdo da membrana nuclear
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descontinua, porém ainda com aspecto vesicular. Com a progressdo da meiose, se observa o
estadio de metafase I (MI), no qual os cromossomos condensados se organizam na placa
metafasica localizada perifericamente no ooplasma (7, 8) (Figura 1B).

E possivel visualizar ainda os estddios de anafase I, na qual os cromossomos homélogos
estdo se separando e ha fuso visivel, tel6fase I, no qual os cromossomos ja estdo separados e
metéfase II (MII), caracterizado pela extrusdo do primeiro corpusculo polar, representado por
um grupo denso de cromossomos no espaco perivitelinico (Figura 1C). Neste ultimo estadio,
os odcitos se mantém até a fecundacdo quando a segunda divisdo meidtica se completa (7, 8).
Os demais estadios da meiose sdo dificilmente diferenciados por se tratarem de eventos
intermedidrios de um processo dinamico.

B

Figura 1. Estadios da meiose em odcitos corados e analisados em microscépio de fluorescéncia: (A) vesicula
germinativa; (B) metafase I; (C) metafase II (Aumento 200X). Crocomo (9)

ZONA PELUCIDA E ESPACO PERIVITELINICO

A zona peldcida consiste num revestimento acelular, transparente e relativamente
espesso que envolve os odcitos de mamiferos. Esta estrutura é formada durante a
foliculogénese, especificamente no estadio de foliculo primadrio, pela deposi¢do das proteinas
ziptina (ZP)1, ZP2 e Z7ZP3, e permanece envolvendo o embrido ao longo de todo
desenvolvimento pré-implantacional. Além de conferir protecdo aos odcitos e embrides, a
zona peldcida contém receptores que permitem a adesdo dos espermatozdides e também atua
como barreira a poliespermia (10).

A formacao da zona pelicida define uma area ao redor do odécito denominada espago
perivitelinico cujo tamanho varia consideravelmente ao longo da oogénese. Nos odcitos em
VG o espago perivitelinico € pouco desenvolvido sendo dificilmente visualizado em
microscopio Optico. Com a retomada e progressdo da maturagdo oocitdria, este espacgo dilata e
se torna assimétrico apods a extrusiao dos corpusculos polares (11).

Evidéncias indicam que o espaco perivitelinico é preenchido por uma matriz
extracelular rica em glicosaminoglicanos secretados tanto pelo odcito quanto pelas células do
cumulus quando sob estimulo gonadotréfico. Estes polissacarideos, em especial o écido
hialurénico, tém potencial de reter grandes volumes de 4dgua e, devido a isso, sdo considerados
os principais responsaveis pela dilatacdo do espaco perivitelinico ao longo da maturagdo
oocitdria (12). Tem sido proposto ainda que o dcido hialurénico consiste numa barreira a
poliespermia, uma vez que dificulta a fusdo do espermatozoide no oolema (11).

Além disso, dada a permeabilidade da zona peldcida, a composicdo da matriz que
preenche o espaco perivitelinico se altera conforme a localizagdo do COC, apresentando
caracteristicas semelhantes ao fluido folicular quando no foliculo antral ou composicdo
proteica similar a secrecao do oviduto quando no seu interior (13, 14).

Tem sido constatado ainda que o tamanho deste espaco interfere na fertilizagao do
oocito de mamiferos. Em odcitos de suinos, camundongos e coelhos, foi relatada menor
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incidéncia de poliespermia em odcitos com espaco perivitelinico mais dilatado e vice-versa
(15, 16). Com a fertilizacdo, este espaco se dilata em decorréncia da extrusido do contetido dos
granulos corticais, também envolvidos no bloqueio a poliespermia (11).

COMPLEXOS DE GOLGI

O complexo de Golgi estd envolvido com a sintese, armazenamento e processamento de
moléculas internalizadas, proteinas e demais substancias, sendo reconhecido principalmente
pela formagao dos granulos corticais e secre¢do das proteinas que constituem a zona peldcida
(17). No entanto, embora desempenhe importantes fungdes, sua importincia direta na
maturagdo oocitdria, fertilizacdo e embriogénese inicial ainda € desconhecida (18).

Em contrapartida, a dindmica das membranas do complexo de Golgi ao longo da
maturagdo tem sido descrita em diferentes espécies animais, como camundongos, macacos €
bovinos (17, 19). Nos odcitos imaturos, esta organela € observada como um sistema de
cisternas achatadas e vesiculas, bem desenvolvido e ativo que estd disperso por todo o
ooplasma, porém ligeiramente mais concentrado na regido periférica do odcito (9).

Com a progressao da maturacdo, esta organela sofre fragmentacio e assim permanece
até o odcito atingir o estadio de MIL. Durante a QVG, que marca a retomada da meiose
oocitdria, estes fragmentos se localizam principalmente na regido perinuclear, tendendo a
distribuicdo mais uniforme pelo ooplasma (19). Evidéncias indicam que a fragmentacdo de
organelas como o complexo de Golgi durante a divisdo celular garante que cada nova célula a
ser originada receba quantidades similares de todo material celular (20).

GRANULOS CORTICAIS

Os granulos corticais sdo organelas secretoras derivadas do complexo de Golgi,
encontradas exclusivamente nos odcitos, e responsaveis pela rea¢do cortical que impede a
poliespermia. Seu conteudo inclui uma grande diversidade de proteinas, moléculas estruturais,
enzimas e glicosaminoglicanos e sua distribuicio no ooplasma consiste numa importante
etapa da maturacdo citoplasmaética sendo utilizada como critério de avaliagdo desta (21).

Sua formacgdo ocorre no inicio do desenvolvimento folicular quando o complexo de
Golgi se encontra funcionalmente ativo. No entanto, o exato momento de sua sintese varia
entre espécies. Em ratos e camundongos, os granulos corticais podem ser observados nos
foliculos primdrios enquanto que em macacos, hamsters, coelhos e humanos, eles comecam a
surgir nos foliculos secundarios (22).

A migragdo destas organelas pelo ooplasma ocorre de maneira coordenada com o
reinicio meidtico e progressao da maturacdo oocitdria. Nos odcitos em VG, se encontram
distribuidas em grumos por todo ooplasma e conforme ocorre a progressao da maturacdo
nuclear, migram em dire¢do a regido cortical do odcito, sendo que, no estadio de MII se
localizam proximo a superficie interna da membrana plasmatica, formando uma monocamada
estratégica para prevenir a poliespermia (23, 24). Este padrao de distribui¢do dos granulos
corticais tem sido descrito em diversas espécies animais como camundongos (25), bovinos
(23), equinos (26), suinos (27) e ovinos (9).

Com a fecundag@o e consequente elevacdo da concentracdo intraoocitdria de ions de
célcio (Ca*™®), ocorre a fusdo dos granulos corticais 3 membrana plasmitica e exocitose dos
seus conteidos no espaco perivitelinico, caracterizando a reagdo cortical (26). A maior
incidéncia de poliespermia nos odcitos maturados in vitro é decorrente da inadequada
maturacdo citoplasmdtica caracterizada, principalmente, pela distribuicdo anormal dos
granulos corticais e consequente falha na reagao cortical (28).
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Figura 2. Ultraestrutura de COCs imaturos de ovino em microscopia eletrdnica de transmisao. (A) Cumulus (cc)
compacto com projecdes citoplasmadticas (seta), espago perivitelinico pouco desenvolvido, muitas goticulas de
lipidio e vesiculas, mitocondrias preferencialmente na periferia; (B) Grumos de granulos corticais e mitocondrias
dispersos no ooplasma; (C) Presenca de complexos juncionais (seta), Complexo de Golgi bem desenvolvido

(circulo), mitocondrias pleomérficas na periferia, poucos granulos corticais (GC) préximo a membrana
plasmatica. Crocomo (9).

RETICULO ENDOPLASMATICO

O reticulo endoplasmdtico é constituido por uma rede de tibulos achatados e
interconectados que se invaginam da membrana plasmadtica e se comunicam com a carioteca,
podendo estar associado ou ndo a ribossomos, o que lhe confere a caracteristica de rugoso ou
liso (29). Imagens de microscopia eletronica de transmissdo revelam que o reticulo
endoplasmdtico rugoso apresenta uma aparéncia tubular e granular enquanto que o reticulo
endoplasmatico liso aparece como um sistema de tubulos dilatados e contorcidos (30).

Trata-se de uma organela multifuncional que estd envolvida na sintese e degradagdo de
membranas, proteinas e lipidios. No entanto, nos odcitos, esta organela se destaca,
principalmente, pela sua capacidade de estoque e liberacdo de fons de cilcio (Ca*?), sendo
responsavel pela regulacdo da concentracdo intracelular deste fon (29).

O aumento transitério da concentracio intraoocitdria de Ca™ em decorréncia da
penetracdo espermatica, durante a fertilizagdo, € essencial para que ocorra exocitose dos
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granulos corticais, retomada e progressao da meiose nos odcitos em MII e recrutamento do
mRNA materno necessério para ativacdo do genoma embriondrio (31).

Evidéncias indicam que a proteina fosfolipase C zeta, considerada fator espermético
ativador do odcito, promove a clivagem do fosfatidilinositol 1, 4,5 bifostato, um fosfolipidio
de membrana, resultando na formacao de dois segundo mensageiros, o diacilglicerol e o
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Este dltimo, ao interagir com seu receptor especifico no reticulo
endoplasmatico, promove ativa¢ao dos canais de célcio (32).

Esta capacidade de liberacdo de ions Ca*? é desenvolvida ao longo da maturagdo
oocitdria. Nos 6ocitos imaturos, o reticulo endoplasmatico € menos sensivel ao IP; e se
encontra uniformemente disperso por todo ooplasma. Com a progressao da maturagdo, ocorre
incremento da quantidade e sensibilidade dos receptores para IP; além de reorganizagdo
ultraestrutural desta organela que tende a se acumular na periferia do ooplasma, sendo que, no
estadio de MII se localiza imediatamente abaixo da membrana plasmatica. Esta localizacdo
especifica visa a rdpida liberacao de Ca* no momento da fecundacao (29, 33).

MITOCONDRIAS

O adequado desenvolvimento oocitario e embriondrio depende da disponibilidade de
adenosina trifosfato (ATP) suficiente para atender suas demandas metabdlicas. Neste
contexto, as mitocondrias desempenham importante fungdo uma vez que sdo responsdveis
pelo fornecimento de toda energia requerida. Deste modo, a quantidade assim como o
deslocamento destas organelas para dreas de maior consumo de energia sdo determinantes
para os odcitos e blastocistos durante os periodos criticos do ciclo celular (34).

No estadio de VG, as mitocOndrias se localizam preferencialmente na regido periférica
do odcito visto o elevado requerimento energético decorrente da intima associagdo com as
células do cumulus. Com a progressdo da matura¢ao oocitdria, estas organelas tendem a uma
distribuicdo mais uniforme, sendo que, apds a extrusdo do primeiro corpusculo polar, se
dispersam por todo ooplasma (7). Este padrao de distribuicao tem sido observado em diversas
espécies animais como camundongos (35), bovinos (34), suinos (36) e ovinos (9) e qualquer
alteracdo neste processo prejudica as subsequentes fases de desenvolvimento (37).

Ao longo da maturac@o oocitéria, a quantidade de mitocondrias tende a aumentar para
suprir a elevada demanda energética durante a formagdo do fuso meidtico, condensacao
cromossOmica, extrusdo do corpusculo polar, redistribuicdo das organelas citoplasmaéticas,
formagdo dos pro-nucleos apds a fertilizagdo e clivagem embriondria (38).

Além disso, em algumas espécies animais como ovinos (9) e caprinos (39) tem sido
relatada a ocorréncia de pleomorfismo mitocondrial. Segundo Fair, Hyttel e Greve (40), o
formato da mitocondria reflete seu grau de maturidade sendo considerada imatura quando
arredondada ou ovalada e matura quando alongada. J4 as projecdes mitocondriais em forma
de arco, conferem maior superficie a estas organelas, estando relacionadas ao elevado
metabolismo oocitério.

GOTICULAS DE LIPIDIOS, GRANULOS DE GLICOGENIO DE VESICULAS

As goticulas de lipidios servem de substrato para produgdo de energia e sintese de
membranas ao longo da maturagdo, fertilizacao e desenvolvimento embriondrio (41). Devido
a isso, geralmente sdo encontradas em associagdo com mitocondrias e reticulo endoplasmatico
constituindo as unidades metabdlicas que estdo diretamente relacionadas ao elevado
metabolismo oocitério e tendem a se acumular na periferia do odcito (42).

No entanto, o acimulo excessivo de lipidio tanto no odcito quando no embrido é
prejudicial, uma vez que potencializa a sensibilidade ao estresse oxidativo (43). Deste modo,
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a quantidade, o tamanho e a distribuicdo destas inclusdes citoplasmadticas interferem no
potencial de desenvolvimento e na criotolerancia dos odcitos e embrides (44).

Evidéncias indicam que o 4cido graxo presente na circulacdo sanguinea, no fluido
folicular e até mesmo nos diferentes meios de cultivo oocitdrio in vitro é captado pelas células
somdticas, convertido em triacilglicerol e ésteres de colesterol, e estocado como goticulas de
lipidio no citoplasma (44). Deste modo, alteragdes na dieta dos animais assim como 0s
componentes dos meios de maturagdo in vitro como hormonios, fatores de crescimento e soro,
podem afetar a quantidade e constituicdo deste tipo de inclusdo citoplasmdtica nos odcitos,
determinando sua qualidade e viabilidade (45).

Figura 3. Aspectos ultraestruturais de COCs maturos de ovino em microscopia eletronica de transmissdo. (A)
Expansdo do cumulus, auséncia das projecdes citoplasmadticas atravessando a zona pelicida (ZP), espago
perivitelinico dilatado; (B) Granulos corticais alinhados a membrana plasmética (seta), goticulas de lipidio (L)
maiores e em menor quantidade; mitocondrias dispersas pelo ooplasma, algumas delas em associagdo com as
goticulas de lipidio; (C) Aspecto do ooplasma: menor quantidade de vesiculas e goticulas de lipidio,
mitocdndrias pleomérficas espalhados pelo ooplasma. Crocomo (9).

A quantidade, tamanho e distribuicdo destas goticulas difere entre
espécies e de acordo com o estadio de desenvolvimento oocitdrio. Em bovinos, Hytell et al.
(7) relataram a presenca de pequenas goticulas principalmente periferia de odcitos imaturos e
tendéncia ao aumento de tamanho, formacdo de unidades metabdlicas e localizagdo mais
centralizada em odcitos maturos. J4 Niimura et al. (46) constataram reducdo do tamanho e
quantidade destas inclusdes citoplasmadticas ao longo da maturagdo oocitdria.
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Os granulos de glicogénio consistem numa reserva de carboidrato e assim como as
goticulas de lipidio servem como fonte de energia para o odcito (46). No entanto, até o
momento se desconhece a origem e dindmica desta inclusdo citoplasmdtica ao longo da
maturacdo oocitdria. Nos odcitos de mamiferos, € possivel observar ainda vesiculas com
diferentes tamanhos, formatos e contetidos, contudo, a exata func¢do destas estruturas ainda é
desconhecida. Evidéncias sugerem que estdo envolvidas com o estoque e transporte de
metabolitos celulares e nutrientes, como o glicogénio (47).

RIBOSSOMOS

Todo RNA necessério para posterior sintese de proteinas indispensdveis aos processos
de maturacdo, fertilizacio e desenvolvimento embriondrio sdo transcritos ao longo da
foliculogénese enquanto os odcitos estdo mantidos no estadio dipléteno da préfase I. Com a
retomada da meiose, o nucléolo se torna inativo e embora a atividade transcricional do odcito
seja interrompida, sendo reestabelecida apenas com a ativacdo do genoma embriondrio, a
capacidade de traducao de mRNA pelos ribossomos e sintese proteica é mantida (48).

Deste modo, a sintese de ribossomos pela transcricio de genes RNA ribossdomicos
(rRNA) localizados no nucléolo e o actimulo citoplasmatico desta organela durante os
estddios iniciais da foliculogénese € crucial para o desenvolvimento oocitdrio e embriondrio
(49). Evidéncias indicam ainda que os ribossomos tendem a se unir formando cadeias que
assim sdo mantidas pela combinacdo com proteinas. Nesta forma, estas organelas sdo
mantidas inativas no ooplasma, sendo recrutadas quando necessario para sintese proteica (48).

CELULAS DO CUMULUS

As células do cumulus e corona radiata correspondem ao grupo de células da granulosa
que circundam o odcito e com o qual estabelecem intima comunicacdo pela emissdo de
projecdes citoplasmadticas que atravessam a zona pelicida e dos complexos juncionais (50,
51).

A partir da transferéncia de substancias de baixo peso molecular, as células do cumulus
garantem a nutricdo do odcito, contribuem para progressdo da maturacdo citoplasmética e
controlam o bloqueio e reinicio meiético (52). Além disso, modulam os efeitos dos hormonios
e fatores de crescimento sobre o odcito, garantem sua conexao com 0 meio externo e auxiliam
no processo de fertilizagao (51).

Os fatores soldveis sintetizados pelos odcitos também determinam importantes funcdes
das células da granulosa como proliferacdo, esteroidogénese, secre¢do de inibina, expressao
de receptores de LH, e a expansdo das células do cumulus No entanto, a natureza e funcido
destes fatores ndo estdo totalmente esclarecidas (53).

Quando imaturos, os 06citos se caracterizam pela presenca de uma camada compacta de
células do cumulus e integridade dos complexos juncionais, indispensaveis para o adequado
desenvolvimento e aquisicdo de competéncia oocitdria ao longo da foliculogénese (52). In
vivo, sob estimulo gonadotréfico, as células do cumulus e da corona radiata sofrem expansao
caracterizada pela sintese de uma matriz extracelular rica em dacido hialurdnico que se
deposita nos espagos intercelulares resultando na disjuncdo dos complexos juncionais e
interrup¢do da comunicacao bidirecional entre o odcito e as células do cumulus. Concomitante
a este processo, ocorre a retomada da meiose oocitdria devido a interrupcdo da transferéncia
de moléculas moduladoras da maturagdo (54, 55).
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CONSIDERACOES FINAIS

O potencial de desenvolvimento oocitdrio e embriondrio estd diretamente relacionado a
adequada reorganizacao das organelas citoplasmaéticas, a correta segregacao cromossdmica, €
a manutencao da integridade e expansao das células do cumulus e corona radiata. Deste modo,
a compreensdo das alteragdes ultraestruturais ao longo da maturagdo oocitdria serve de base
para o desenvolvimento de novas pesquisas visando o esclarecimento dos eventos bioldgicos
e aperfeicoamento de biotecnologias reprodutivas que envolvem a maturacdo oocitdria in
vitro.
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RESUMO

Pesquisas sobre o manejo do pastejo pelos animais tém sido realizadas com o objetivo de
encontrar o ponto 6timo para utilizacdo das forragens, de modo a visar a melhor resposta
animal. Tendo em vista, que o consumo € consideravelmente relacionado pela oferta de
forragem, quanto maior a produ¢do de massa seca, maior tende a ser a capacidade de suporte,
que se refere ao nimero ou carga animal que a forragem poderd atender, assegurando ganho
por animal e rendimento por drea satisfatorio. Sobretudo, a adequada ingestdao desta forragem
deve ocorrer, principalmente em termos de ambiéncia e comportamento animal. Assim, o
objetivo desta revisdo € discorrer sobre os efeitos da massa de forragem em relacdo ao
consumo, desempenho e comportamento animal em pastejo.

Palavras-chave: bem estar animal, ganho de peso, pastejo, produtividade

ACCUMULATION OF FORAGE AND ITS PERFORMANCE IN ANIMAL
PRODUCTIVITY

ABSTRACT

Research on the management of grazing by animals has been performed in order to find the
optimum point for the use of fodder, which aims to better animal performance, in order that
the consumer is profoundly determined by the supply of forage. The higher the dry matter
yield of pasture may be greater carrying capacity, which refers to the number or stocking that
can meet the forage, ensuring high gain per animal and output per area beyond the
maintenance of its continuity. Especially adequate intake of this forage should occur,
particularly in terms of ambiance and animal behavior. The objective of this review is to
discuss the effects of herbage mass in relation to consumption, performance and behavior of
the grazing animal.

Keywords:, grazing, productivity, weight gain, welfare
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ACCUMULATION OF FORAGE AND ITS PERFORMANCE IN ANIMAL
PRODUCTIVITY

RESUMEN

La investigacion sobre la gestion de pastoreo por los animales se han realizado con el fin de
encontrar el punto éptimo para el uso de forraje con el fin de aspirar a la respuesta mas alta de
los animales. Teniendo en cuenta que el consumo estd significativamente relacionada con el
suministro de forraje. Cuanto mayor es la masa seca, tiende a aumentar la capacidad de carga,
lo que se refiere al nimero o de la media de forrajes puede responder, y la disponibilidad de
ganancia por animal y por drea de produccion satisfactoria. Por encima de todo, la ingesta
adecuada de este forraje debe ocurrir, sobre todo en términos de comportamiento de ambiente
y de los animales. El objetivo de esta revision es analizar los efectos de la masa de forraje en
relacion al consumo, el rendimiento y el comportamiento del animal en pastoreo.

Palabras clave: bienestar, el aumento de peso, el pastoreo, la productividad
INTRODUCAO

As pesquisas sobre o manejo do pastejo dos animais tém sido realizadas com o objetivo
de encontrar o ponto 6timo entre a necessidade da planta forrageira, no sentido de conservar
sua area foliar, conciliando com a necessidade de remog¢do desse tecido pelo corte ou pastejo
para a manutenc¢ao da producao animal (1).

Ainda, em condicdes de pastejo, o acimulo de massa na pastagem origina-se do
resultado do balango entre crescimento, senescéncia e o material consumido pelos animais
(2). Porém, pode ser resultante de interacdes de fatores genéticos da espécie forrageira e os
efeitos do ambiente sobre seus processos fisioldgicos e caracteristicas morfofisioldgicas.

O crescimento de plantas superiores € limitado pela quantidade de luz absorvida pelos
tecidos fotossintetizantes e que, quando o suprimento de 4dgua e minerais € garantido, o
crescimento maximo ocorre quando toda luz incidente € interceptada pelo dossel (3). De
acordo com Lemaire e Chapman (4), a eficiéncia de absorc@o da luz € condicionada em parte
pelos componentes estruturais do dossel, principalmente pelo indice de drea foliar.

Em geral, aumentos no indice de drea foliar determinam acréscimos na interceptacao de
luz e consequentemente nas taxas fotossintéticas. Embora, a eficiéncia fotossintética do tecido
foliar possa ser afetada pela densidade de populagao de perfilhos e pela distribui¢ao de folhas
de diferentes idades no dossel, a producdo de assimilados ndo € uma simples fun¢do da drea
foliar (5).

O padrao de desfolhacdo também exerce efeito sobre o crescimento da planta ou da
capacidade de rebrota da forrageira, caracteristicas estas responsdveis pela produtividade e
pela perenidade da cobertura vegetal, dois pontos de suma importancia em sistemas de
producdo de ruminantes em pasto (6).

Assim, o objetivo desta revisdo € discorrer sobre os efeitos da massa de forragem em
relac@o ao consumo e comportamento animal em pastejo.

Massa de forragem e desempenho animal

A forrageira € formada por uma populagao de plantas, em que cada uma é composta, no
caso de gramineas, por perfilhos (7). O actimulo de massa da forrageira é ditado pelo
somatério de massa de cada unidade de perfilho, onde cada um possui sua propria dinamica
de producgdo de folhas com periodo limitado de vida. Ainda, o perfilho € a unidade basica de
producdo de uma graminea, e caracteriza-se essencialmente por um ponto de crescimento
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envolvido pela bainha das folhas que crescem a partir dele, e tendo a capacidade para
desenvolver novas geracdes de perfilhos a partir de brotos na base das folhas individuais (8).
A morfologia do perfilho de uma graminea € determinada pelo tamanho, nimero e arranjo
espacial dos fitdbmeros. Um fitdmero € constituido por lamina foliar, ligula, bainha, entrend,
né e gema auxiliar, embora para alguns autores as raizes também facam parte de um fitdmero
9).

A formacdo e o desenvolvimento de sucessivos fitdbmeros estdo relacionados com o
processo de morfogénese, pois a quantidade de massa acumulada em cada perfilho €
dependente da taxa de aparecimento foliar, da taxa de expansdo destas folhas, do seu tamanho
final e da duracdo de vida das mesmas (10).

O potencial de perfilhamento do genétipo de uma forrageira € correlacionado
principalmente a sua capacidade de emissdo de folhas, pois cada folha formada corresponde a
geracdo de uma gema axilar, o que explica o papel central do aparecimento foliar na
morfogénese e no acimulo de biomassa por drea (9).

A producdo de novas folhas em um perfilho individual envolve um periodo de ativa
expansdo, maturidade, senescéncia e morte, caso ndo ocorra sua remog¢ao pelo ato do pastejo
e/ou corte. O numero de folhas por perfilho € relativamente constante para cada espécie,
sendo o seu tempo de vida limitado, condicionado por caracteristicas genéticas e influenciado
por fatores de ambiente, aduba¢ao e manejo (11). Adicionalmente Corsi et al. (12) indicaram
que o nimero médio de folhas por perfilho, no equilibrio entre o aparecimento e senescéncia,
¢ de 5 a 7 folhas em Brachiaria brizantha cv. Marandu, e que o intervalo de aparecimento
entre folhas variou de 5,3 a 6,7 dias/folha.

Sobretudo, o equilibrio entre o surgimento e a mortalidade de perfilhos é fortemente
dependente do regime de desfolhacdo de sua consequéncia sobre a arquitetura do dossel.
Praticas de manejo que induzem substancial alteracdo na arquitetura do dossel mediante o
processo de colheita pelo animal, normalmente se relacionam a uma pequena quantidade de
tecidos remanescentes, influindo diretamente na interceptagdo luminosa, culminando em
variacOes significativas no actimulo de forragem (1).

Em algumas gramineas temperadas, a taxa de acimulo de forragem méxima foi quando
se atingiu cerca de 95% de interceptacdo luminosa pelo dossel. Entretanto, verificaram
aumento no acimulo de forragem em pastagens de Panicum maximum Jacq. cv. Mombaca,
mesmo apds a maxima interceptacdo de luz pelo dossel (13). O fato foi justificado pelo efeito
do crescimento com orientagdo vertical das folhas e pelo aumento na proporc¢ao de hastes.

Contudo, variacOes na arquitetura do dossel por conta de diferentes padroes de desfolha
ndo resultam necessariamente em modificacdes no acimulo de forragem, especialmente,
devido aos eventos compensatdrios que existem na planta, mais especificamente entre as taxas
de producio e senescéncia de tecidos (14).

Além dos atributos da arquitetura foliar peculiares de cada espécie, 0 mecanismo
denominado plasticidade fenotipica desempenha papel primordial na adaptagdo das plantas
perante o ambiente, caracterizado por mudangas estacionais e reversiveis na estrutura do
dossel (15). Inclui-se como exemplos, alteragdes na inclinagdo, tamanho de folhas e no
perfilhamento. Estes processos de forma geral estdo relacionados ao estresse hidrico, a
adubacdo nitrogenada, mas principalmente referem-se ao manejo de pastejo, especificamente
em resposta a freqiiéncia e intensidade de desfolhas (16).

A abundancia da forragem presente na pastagem influi em melhor resposta animal,
tendo em vista, que o consumo € profundamente determinado pela oferta de forragem, sendo
que esta varia inversamente com a taxa de lotacdo. Contudo, quanto maior a producdo de
massa seca (MS) do pasto maior poderd ser sua capacidade de suporte, que se refere ao
nimero e/ou carga animal que a forragem podera atender, assegurando alto ganho por animal
e elevado rendimento por drea além da manutencdo da sua perenidade.
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Quando a relacdo entre o nimero de unidades de consumo de forragem e a quantidade
de MS de forragem por unidade de drea, em um ponto qualquer no tempo € baixa, o animal €
favorecido pela maior disponibilidade de MS. Logo, tem a oportunidade de exercer o pastejo
seletivo e obter uma dieta de qualidade superior. Como conseqii€éncia tem-se uma resposta
animal maxima, referente as condi¢cdes da pastagem oferecida.

Por outro lado, ofertas de forragem limitantes implicam na reducdo do desempenho
individual animal, em virtude principalmente da capacidade limitada de sele¢do do material
ingerido. Contudo, incorrem em sucessivos aumentos na producdo por hectare. Entretanto,
esse aumento ocorre até um nivel maximo a partir do qual a producado por drea é minimizada,
momento em que a disponibilidade passa a ser tdo limitante, na qual a demanda animal por
forragem € superior aquela produzida pela pastagem. Assim, ocorre restricdo no consumo, de
maneira que a ingestdo de nutrientes seja apenas para o atendimento das necessidades de
mantenga do animal.

O desempenho individual dos animais apresenta relacdo direta com o aspecto
qualitativo da pastagem, enquanto o nimero de animais por unidade de 4rea expressa o
aspecto quantitativo. Neste sentido, a faixa de amplitude adequada de utilizacdo das
pastagens, que permite uma producdo forrageira maxima aliada a otimizagdo da resposta
animal, sem, no entanto prejudicar o equilibrio entre as espécies que integram a pastagem ¢é
definida como intensidade 6tima de pastejo (17).

Trabalhos realizados avaliando a resposta animal em relagdo a variacdo na quantidade
de forragem disponivel aos animais demonstraram que valores de oferta, massa de forragem
e/ou altura do dossel que maximizam o ganho individual sdo diferentes daqueles que
expressam o maximo ganho por drea. Normalmente esta quantidade de forragem € expressa
de algumas maneiras, sendo as mais utilizadas: oferta de forragem (kg MS/100 kg de peso
vivo (PV), massa de forragem (kg/ha MS) e altura do dossel (cm)) (18).

Consumo de forragem por ruminantes em pastejo

Para que os animais possam desempenhar suas atividades fisiolégicas de modo a
atender as suas necessidades para mantenca e produgdo, é¢ imprescindivel adequada ingestdao
de nutrientes (19). Segundo Mertens (20), o consumo corresponde entre 60 a 90% da variacao
do desempenho animal, sendo apenas 10 a 40% ligados a fatores relacionados com a
digestibilidade da dieta.

Dietas ou alimentos podem ser qualificados quanto aos seus valores, nutritivo e
alimenticio (21). O termo valor nutritivo considera os seguintes fatores: concentragdo e
digestibilidade dos nutrientes e natureza dos produtos digeridos, que sob condicdes de pastejo
sdo inerentes a forragem consumida (22). Portanto, ndo devendo incluir qualquer referéncia
ao consumo voluntdrio, exceto em ocasides onde a forragem € fornecida em quantidade
restrita, onde o valor nutritivo assume especial importancia. Por outro lado, o termo valor
alimenticio apresenta melhor coeréncia para a avaliacdo bioldgica dos alimentos destinados a
producdo animal, pois engloba além dos aspectos relacionados ao valor nutritivo, os fatores
relativos ao potencial de consumo do alimento (22), que de maneira especial assume
relevancia em sistemas de produgao com base na utilizacdo de forragem.

Os principais fatores que influenciam o consumo de forragem por animais em pastejo,
podem ser agrupados em duas categorias: fatores nutricionais e nao nutricionais (23).

Os fatores ndo nutricionais, podem também ser denominados de fatores
comportamentais, e determinam a influéncia da disponibilidade de forragem no
comportamento ingestivo, mediante varidveis que afetam a taxa de ingestdo de forragem (24).
Assim, caracteristicas estruturais do dossel forrageiro (altura, densidade), disponibilidade de
forragem, comportamento social dos animais, relevo, clima, proximidade de fontes de 4agua,
dentre outros, assumem relevancia no processo de colheita da forragem.
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Ja os fatores vinculados a aspectos nutricionais dao-se por dois mecanismos basicos:
fisico e fisioldgico (20). Fisicamente, o consumo voluntdrio pode ser inibido pela distensdo do
compartimento reticulo-rimen , quando a dieta € composta basicamente de forragem de lenta
taxa de digestdo e, que consequentemente, afeta a sua passagem pelo rimen, o que implica na
limita¢do ou reducdo no consumo (25). Tal limitagdao pode estar associada ao teor de fibra em
detergente neutro (FDN) da dieta, sendo sugerido o valor de 1,25% do PV de FDN como um
possivel fator limitante ao consumo (20). Ruminantes mantidos em regime de pastejo em
forrageiras tropicais terdo seu consumo limitado pelo “enchimento” fisico do rimen.

Entretanto, quando os animais sido alimentados com dietas palatdveis, baixas em
capacidade de enchimento e prontamente digestiveis, o0 consumo passa a ser regulado a partir
da demanda energética do animal. Todavia, forragens de alta digestibilidade podem ser
potencialmente ingeridas em quantidades menores que as preditas pela teoria do controle
fisico. Nesses casos, o consumo €, entdo, mais provavelmente controlado por entraves
metabolicos.

Principios do comportamento animal sob condicio de pastejo

Para ruminantes, alguns fatores além da abundéncia de forragem, sdo determinantes na
escolha do local de pastejo, como os atributos relativos aos custos energéticos gastos na busca
pelo alimento e a distancia em relacdo as fontes de dgua (26). Por outro lado, locais de
topografia irregular, a presenca de parasitas e plantas com compostos antinutricionais ou
aleloquimicos podem causar rejeicdo aos animais (27). Além disso, as habilidades
comportamentais sdo em grande parte adquiridas em processos de aprendizado durante a vida
do animal. Ademais, tais habilidades podem ser influenciadas pelo convivio social (28). O
fato € que, para realizar o processo de colheita de forragem, os ruminantes acabam por gerar
desuniformidades no ambiente de pastejo.

Ovinos em pastejo manttm um comportamento social tipico de explorar
preferencialmente locais em que, a altura da forrageira nao exceda as suas proprias, de modo a
permitir perfeita visualizacdo dos animais do grupo (29).

Outra caracteristica peculiar da espécie ovina € o habito de pastejarem em grupos,
geralmente ocorrendo redugdo do periodo de pastejo para grupos pequenos (30). Logo, este
comportamento grupal é determinante da freqii€éncia e direcdo do deslocamento dos animais
durante o pastejo, contrariamente aquele apresentado pelos bovinos, para os quais a
quantidade e qualidade da forragem disponivel exercem papel preponderante na escolha do
sitio de pastejo (31).

Para ruminantes, o processo de pastejo adquire um cardter ainda mais complexo, uma
vez que esses animais sdo dotados de uma capacidade inata de aprendizado, a qual se baseia
no desenvolvimento de uma memoria de referéncia (14), com duracido de cerca de 20 dias.
Além disso, possuem a capacidade de associar sensacdes de bem e de mal-estar a um
determinado tipo de forragem consumida em um periodo de até oito horas (27), alterando sua
preferéncia e, portanto, sua capacidade de escolha e selecdo de novos sitios e estacdes de
pastejo.

Locais na pastagem que permitem ao animal manter uma taxa elevada de ingestdo de
nutrientes sdo memorizados para que sejam utilizados frequentemente (14), o que faz com que
o pastejo seja realizado consistentemente em locais onde a qualidade da forragem em oferta
seja superior a qualidade média da forragem disponivel em area total (32).

Dessa maneira, existe a necessidade de se conhecer ndo apenas 0s requisitos
nutricionais, mas também os padrdes de comportamento animal para que praticas de manejo
eficientes e eficazes possam ser implementadas deixando clara, a importancia do ambiente
social no processo de pastejo (17).
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Bovinos e ovinos normalmente dividem o seu dia em periodos alternados de pastejo,
ruminagdo e descanso (Ocio). A maior parte da atividade de pastejo ocorre durante o dia,
embora sejam comuns periodos curtos de pastejo noturno, notadamente em dias muito
quentes, como meio de tentar compensar a redu¢do do pastejo diurno (33). Normalmente
existe um periodo de ruminacdo apds cada periodo de pastejo, mas a maior parte da
ruminagdo ocorre durante a noite. Este padrio caracteristico pode ser alterado por atividades
de rotina como ordenha, mudanca de piquetes em situacdes de lotagdo rotacionada e,
excepcionalmente, por condi¢des extremas de clima (29).

O consumo de forragem por ruminantes ¢ maximizado quando a oferta de MS € de trés
a quatro vezes superior a quantidade consumida (34) ou 8 a 10 % do peso vivo do animal,
partindo do pressuposto que um animal com consumo de MS em torno de 2,5% do PV de MS.

Os ovinos apresentam preferéncia por forrageira de menor porte em contraposi¢dao
aquela priorizada por bovinos. Contudo, quando maiores alturas da planta forrageira estdao
associadas ao desenvolvimento reprodutivo ou a maturagdo, caracterizada por elevados teores
de FDN e lignina, os animais sob pastejo sdo capazes de diferencid-la de outras mais tenra (8,
35).

A vegetacdo numa pastagem € espacialmente heterogénea, principalmente quando se
utiliza manejo com lotacdo continua (36), por vezes, apresenta substancial amplitude de
condi¢cdes no que diz respeito a massa de forragem, estrutura e altura do dossel. De uma
maneira geral, quanto maior a massa de forragem no sitio de pastejo, maior serd a massa do
bocado realizado pelo animal, possibilitando com isso, maior consumo de forragem, uma vez
que a massa do bocado é um dos principais determinantes do nivel de ingestdo de animais em
pastejo (37).

Geralmente os animais pastejam em locais onde a massa de forragem € superior a
média, o que permite maior nivel de selecio e com isto, ingestdo de forragem de melhor
qualidade (38). Por outro lado, em condig¢des de baixa taxa de lotacdo, os animais repetiram o
mesmo local j& intensamente pastejado, no sentido de aproveitar uma forragem de melhor
qualidade (39). Assim, locais pastejados e ndo pastejados se desenvolvem, configurando uma
heterogeneidade espacial na pastagem que pode estar seguramente relacionado com perdas de
forragem (40).

Neste contexto, a preferéncia dos animais por determinadas areas da pastagem nao afeta
apenas a qualidade de sua dieta, mas também exerce significante efeito na estabilidade da
comunidade vegetal (41). Todavia, locais com niveis variados de utilizacdo mudam de acordo
com a estacao do ano, método e pressdo de pastejo.

Uma vez escolhido o sitio de pastejo pelo animal, a quantidade e a duracdo das refei¢coes
assumem importancia ao longo do tempo. A atividade de pastejo envolve turnos. O nimero de
refeicoes parece ser um indicador de qualidade do ambiente pastoril, uma vez que em
situagdes de elevada oferta de forragem, os animais realizam um nimero grande de refei¢des
de curta duracgdo, caracterizadas por altas taxas de ingestdo (42). Entretanto, o tempo total de
pastejo tende a ser reduzido.

Em situacdoes de massa de forragem restritivas ao pastejo seletivo, o nimero de
refeicoes € menor e o tempo por refeicdio é aumentado. Deste modo, maior tempo €
despendido com pastejo, em virtude de uma taxa de ingestao limitada pela estrutura do pasto e
um ambiente de pastejo estressante para a colheita da forragem. O nimero total de refeicoes,
combinado as suas respectivas dura¢des, determinam o tempo didrio de pastejo, uma varidvel
que indica as condi¢des do pasto (43).

Na medida em que o consumo didrio de forragem corresponde ao somatério de cada
acdo de captura de forragem pelo bocado, a maximizagdo do consumo e, consequentemente,
do desempenho animal, é obtida a partir da maximiza¢do de cada bocado desferido (44).
Nesse contexto, a massa do bocado € a principal varidvel determinante do consumo didrio de
forragem, a qual € fortemente influenciada pela profundidade do bocado (45), uma vez que a
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area do bocado € menos sensivel as variagdes em massa de forragem e, ou, altura do dossel.
Contudo, Mitchell, Hodgson e Clark (46) destacaram que variacdes na altura do dossel geram
uma amplitude maior de variagdo em massa do bocado, indicando a importancia da altura do
dossel como uma referéncia de manejo e controle do processo de pastejo.

CONSIDERACOES FINAIS

O manejo adequado da pastagem pode influenciar na produtividade animal, aumentando
a eficiéncia na utilizacdo da forragem. Para obten¢do de melhores desempenhos produtivos
baseados em sistema de pastagens, € indispensdvel a adequacdo de manejos que integram a
otimizacdo do consumo de forragem pelo animal, bem como seu bem estar e disponibilidade
de forrageira de qualidade para que este possa desempenhar seu potencial produtivo.
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HEPATOZOONOSE CANINA NO BRASIL: ASPECTOS DA BIOLOGIA E
TRANSMISSAO

Larissa de Castro Demoner'
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Lucia Helena O’Dwyer3

RESUMO

A hepatozoonose canina é uma hemoparasitose causada por protozodrios do genéro
Hepatozoon e transmitida por carrapatos. Duas espécies sdo descritas por causar doenga em
caes, Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum. Pesquisas comprovaram que H. canis € o
agente causador da enfermidade no Brasil. Rhipicephalus sanguineus € considerado o vetor
bioldgico, no qual o parasita desenvolve a fase sexuada do ciclo biolégico. Em nosso pais, os
relatos da doenca sdo frequentes em animais que vivem em areas rurais. Caes de dreas rurais
provavelmente compartilham o ambiente com outros hospedeiros domésticos e selvagens, e
por isso sdo infestados principalmente por carrapatos Amblyomma spp. Assim, diversas
pesquisas t€m sido conduzidas a fim de identificar o carrapato transmissor da doenca no
Brasil. E sugerido que Amblyomma cajennense, Amblyomma ovale e Rhipicephalus
(Boophilus) microplus possam atuar como potenciais vetores, porém nenhum estudo realizado
até o momento foi capaz de confirmar essa hipotese. Outros mecanismos de transmissao
devem ser investigados em relacdo ao ciclo evolutivo de H. canis, como por exemplo, a
predacdo de hospedeiros paraténicos. Este tipo de transmissdo € descrito em espécies de
Hepatozoon que infectam répteis e anuros, e pode ser que seja um caminho alternativo na
transmissdo de Hepatozoon sp. a caes.

Palavras-chave: Hepatozoon canis, caes, transmissao, carrapatos.

CANINE HEPATOZOONOSIS IN BRAZIL: ASPECTS OF THE BIOLOGY AND
TRANSMISSION

ABSTRACT

Canine hepatozoonosis is a hemoparasitosis caused by protozoa of the genus Hepatozoon and
transmitted by ticks. Two species are described to cause disease in dogs, Hepatozoon canis
and Hepatozoon americanum. Studies have shown that H. canis is the causative agent of
the disease in Brazil. Rhipicephalus sanguineus is considered the biological vector, in wich
the parasite develops the sexual phase of life cycle. In our country, the reports of H. canis
are common in animals that live inrural areas. Dogs from rural areas likely share the
environment with other domestic and wild hosts and so are mainly infested by
ticks Amblyomma spp. Thus, many studies have been conducted to identify the tick that
transmits the disease in Brazil. It is suggested that Amblyomma cajennense, Amblyomma
ovale and Rhipicephalus (Boophilus) microplus may act as potential vectors but no study has
confirmed this hypothesis so far. Other transmission mechanisms should be investigated in
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relation to the life cycle of H. canis, such as predation of paratenics hosts. This type of
transmission is described in species of Hepatozoon that infect reptiles and frogs and it may
be an alternative pathway in transmission of Hepatozoon sp. to dogs.

Keywords: Hepatozoon canis; dogs; transmisision; ticks.

HEPATOZOONOSIS CANINA EN BRASIL: ASPECTOS DE LA BIOLOGIA Y
TRANSMISION

RESUMEN

La hepatozoonosis canina es causada por protozoos del género Hepatozoony transmitida
por garrapatas. Dos especies se describen por causar la enfermedad en los perros, Hepatozoon
canis and Hepatozoon americanum. Los estudios han demostrado que el H. canis es el agente
causal de la enfermedad en Brasil. Rhipicephalus sanguineus es considerado el vector
bioldgico, donde el parésito desarrolla la fase sexuada del ciclo de vida. En nuestro pais, los
informes de la enfermedad son comunes en los animales que viven en las zonas rurales. Es
probable que los perrosde las zonas rurales compartanel ambiente con otros
huéspedes domésticos y salvajes, por esto son infestados por garrapatas del género
Amblyomma spp. Por lo tanto, muchos estudios se hanrealizado para identificar la
garrapata que transmite la enfermedad en Brasil. Se sugiere Amblyomma cajennense,
Amblyomma ovale y Rhipicephalus (Boophilus) microplus pueden actuar como vectores
potenciales, pero ningtn estudio hasta ahora ha sido capaz de confirmar esta hipétesis. Otros
mecanismos de transmision deben ser investigado en relacién con el ciclo de vida de H.
canis, tales como la predacion hospederios paratenicos. Este tipo de transmision ya se
describi6 en el ciclo biolégico de especies de Hepatozoon que infectan reptiles y anuros, y
puede ser una via alternativa en la transmisién de Hepatozoon sp. a los perros.

Palabras claves: Hepatozoon canis; perros; transmision; garrapatas.
INTRODUCAO

Hepatozoon canis é um hemoparasita transmitido por carrapatos que acomete caes e
outros carnivoros em diversas regides do mundo. Riphicephalus sanguineus é considerado o
seu vetor bioldgico (1). No entanto, € possivel que outras espécies atuem como potenciais
vetores.

Em nosso pais, os estudos epidemiologicos demonstram que as infec¢des por H. canis
sdo comuns entre cies de dreas rurais (2-4). Nesses ambientes, R. sanguineus pode ser
encontrado em caes em infestacdes mistas com outras espécies, principalmente do género
Amblyomma (5, 6). Algumas pesquisas apontam diferentes espécies de carrapato como
possiveis vetores de H. canis em areas rurais do Brasil, incluindo Amblyomma cajennense,
Amblyomma ovale e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (3, 7-9).

E preciso que estudos detalhados, tanto em condicdes naturais quanto experimentais,
sejam realizados com diferentes espécies de carrapatos, pois at€é o momento o vetor de H.
canis no Brasil estd indefinido, ou ainda, estudar outras formas de transmissdo, como por
exemplo, a predacdo de hospedeiros paraténicos.
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REVISAO DE LITERATURA

Definicao e Taxonomia

A hepatozoonose canina ¢ uma enfermidade causada por protozodrios do gé€nero
Hepatozoon e transmitida por carrapatos. Desde os primeiros relatos, a doenca vem sendo
descrita em diferentes regides do mundo (1).

O género Hepatozoon compreende protozodrios do filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Adeleorina e familia Hepatozoidae (10).

Atualmente, existem duas espécies de Hepatozoon capazes de infectar caes, sdo elas H.
canis ¢ H. americanum (11). A caracterizagdo genética conduzida com o propdsito de
identificar a espécie que acomete caes no Brasil comprovou tratar-se de H. canis (12).

Breve historico

A primeira descricdo do parasita foi realizada na India em células polimorfonucleares de
caes (13). No mesmo ano, o protozodrio foi observado no citoplasma de leucdcitos de caes e
entdo classificado como Leucocytozoon canis (14). Posteriormente, sugeriu-se que 0 nome
genérico Leucocytozoon fosse substituido por Hepatozoon, sendo a partir de entdo,
denominado Hepatozoon canis (15).

Christophers (16) identificou o carrapato marrom, R. sanguineus, como hospedeiro
invertebrado de H. canis. No inicio do século XX, esta espécie foi estudada tanto no cdo
quanto no hospedeiro invertebrado e foram caracterizados seu ciclo bioldgico e seu vetor (16-
18).

Distribuicao geografica

A hepatozoonose canina causada por H. canis é descrita principalmente em regides
tropicais, subtropicais e de clima temperado, sendo sua distribui¢do diretamente relacionada
com a do hospedeiro definitivo (vetor) (1).

Em nosso pais, a hepatozoonose canina foi descrita pela primeira vez no Rio de Janeiro
por Massard (2) e subsequentemente diagnosticada em outros estados, incluindo Espirito
Santo (19), Minas Gerais (20), Sao Paulo (12, 21), Gédias (22), Rio Grande do Sul (23),
Brasilia (24), Mato Grosso do Sul (25) e Para (26).

Os estudos epidemioldgicos que se seguem no Brasil demonstram alta prevaléncia de
infecc¢do causada pelo parasita, principalmente em caes de areas rurais. No Rio de Janeiro, foi
realizada uma pesquisa com 250 cides de dreas rurais de diferentes localidades, utilizando a
técnica de esfregaco sanguineo, comprovando que a prevaléncia das infec¢des por H. canis foi
alta em algumas regides, variando de 9,1% a 59,4% (3).

Em Uberlandia, Minas Gerais, Gomes et al. (20) pesquisaram a ocorréncia de
Hepatozoon sp. em caes de drea urbana. Dos 300 cdes examinados, em apenas 23 (7,66%)
foram observados gamontes no esfregaco sanguineo.

Ciclo biolégico

Diferente de outros patégenos transmitidos por carrapatos, cuja via de transmissao € a
glandula salivar do artrépode, a transmissao de Hepatozoon sp. a caes ocorre pela ingestao de
carrapatos contendo oocistos esporulados na hemocele, que se rompem no trato digestivo do
animal liberando os esporozoitos. Supde-se que a agdo da bile possa agir na capsula dos
esporocistos para que ocorra a liberacdo dos esporozoitos. Estes entdo atravessam a parede
intestinal, invadem células do sistema mononuclear e se disseminam por via sanguinea ou
linfatica para diversos 6rgdos, mas principalmente medula dssea, baco e linfonodos, onde
ocorre a merogonia. Assim, dois tipos de merontes sdao formados: os macromerontes,
contendo de dois a quatro macromerozoitos, € 0S micromerontes que contém
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aproximadamente 20 a 30 micromerozoitos. Os macromerozoitos liberados do meronte
maduro invadem os tecidos e iniciam uma segunda merogonia, dando origem a novas formas
merogonicas. Em contrapartida, os micromerozoitos invadem mondcitos e neutrdfilos e
sofrem gametogonia, dando origem aos gamontes circulantes (Figura 1) e completando o ciclo
no hospedeiro intermedidrio, que dura em média 28 dias (1, 27).

20 pm
—

o
rl'

L N

¢

Figura 1. Esfregaco sanguineo de um cdo naturalmente infectado por H. canis. Gamonte em
mondcito (seta). (Giemsa, 1000x)

O carrapato se infecta ao se alimentar de sangue contendo gamontes de H. canis no
interior de neutréfilos e mondcitos circulantes, e desta forma tem inicio a gametogénese e
esporogonia. Os gamontes sdo liberados no intestino, no qual hd formacdo de gametas, que
por um processo de singamia dao origem ao zigoto. Este atravessa a parede intestinal, indo
localizar-se na hemocele do carrapato onde ocorre a formacgdo do oocisto. Os oocistos, quando
maduros, apresentam véarios esporocistos [30-50] contendo de sete a 14 esporozoitos, que
quando ingeridos dardo continuidade ao ciclo (18, 27) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo biolégico de Hepatozoon canis

Transmissao

A transmissdo de Hepatozoon spp. a caes ocorre quando estes ingerem carrapatos
infectados, nos quais o parasita desenvolve a fase sexuada do ciclo biolégico. R. sanguineus é
considerado vetor biolégico de H. canis e diversos estudos demonstraram sua capacidade
vetorial (17, 27, 28). Nesta espécie de carrapato, H. canis € transmitido de forma transestadial,
da ninfa para o estagio adulto (27, 28). A transmissao transovariana nao pdde ser demonstrada
em condicdes experimentais (28).

No Brasil, R. sanguineus é a principal espécie de carrapato encontrada em caes, sendo
amplamente distribuido por todas as regides e predominante tanto em &reas urbanas e rurais
(29, 30). Caes de drea rural, por compartilharem o ambiente com outros hospedeiros
domésticos e selvagens, sdo infestados também por espécies de Amblyomma (5),
particularmente A. ovale, A. cajennense, Amblyomma aureolatum, Amblyomma
oblongoguttatum e Amblyomma tigrinum (6, 31, 32).

O’Dwyer, Massard e Pereira de Souza (3) estudaram a prevaléncia de H. canis em caes
de éareas rurais do Rio de Janeiro. Neste estudo, foram identificadas quatro espécies de
carrapatos parasitando caes: R. sanguineus, A. cajennense, A. ovale e A. aureolatum. Os dados
obtidos revelaram uma associac@o positiva entre a infestacdo por A. cajennense e as infecgoes
por H. canis nos cdes, o que levou os autores sugerirem esta espécie de carrapato como
possivel vetor.

Forlano et al. (7) estudaram a transmissao de Hepatozoon spp. em caes de dreas rurais
por diferentes espécies de carrapato. Dos espécimes coletados para pesquisa de oocistos,
apenas um macho de A. ovale apresentou oocistos similares aos de H. canis. Além disso, um
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cdo inoculado por via oral com macerado de A. ovale se tornou infectado pelo hemoparasita.
Com este resultado, foi sugerido que adultos desta espécie de carrapato poderiam estar
envolvidos na transmissio de H. canis em éreas rurais do Brasil.

Trabalhando com A. ovale, Rubini et al. (8) demonstraram, experimentalmente, a
infeccdo e capacidade vetorial desta espécie de carrapato. Os autores infestaram um cdo
positivo para H. canis com adultos de A. ovale e apds o desprendimento das fémeas, parte delas
foi utilizada para infec¢do de caes negativos e as restantes para observacdo de oocistos na
hemocele. Dos carrapatos dissecados, dois apresentaram oocistos na hemocele e dos trés caes
que se alimentaram com os carrapatos, um se infectou. Os autores discutem que a rdpida fase
de esporogonia observada em adultos de A. ovale quando comparada com R. sanguineus, pode
se tratar de uma adaptacdo comportamental do vetor A. ovale a fim de permitir o completo
ciclo de vida de H. canis em &reas rurais, uma vez que no R. sanguineus o carrapato se infecta
em fase de ninfa e a transmissao ocorre no estagio adulto, enquanto no A. ovale a infeccdo e a
transmissdo parecem ocorrer apenas na fase adulta. Em condi¢des naturais, somente o estagio
adulto de A. ovale é encontrado parasitando caes de dreas rurais (33).

Rubini (34) infectou carrapatos R. sanguineus, A. ovale e A. cajennense com H. canis a
fim de comparar a taxa de infeccdo entre as diferentes espécies. Somente em fémeas de A.
ovale foram observados oocistos, resultado este inesperado, pois R. sanguineus é considerado o
vetor principal de H. canis.

Alguns trabalhos demonstram que existe uma grande variabilidade genotipica e
fenotipica dentro do grupo R. sanguineus de diferentes regides geograficas. Burlini et al. (35),
por exemplo, ao estudarem a variabilidade genética de R. sanguineus em diferentes regidoes no
Brasil e sua relacdo com carrapatos do mesmo grupo de diferentes continentes, observaram que
ha divergéncia genética no pais, mas ndo o suficiente para se caracterizar espécies diferentes.
Também foi demonstrada grande divergéncia entre isolados do Brasil e de Israel, assim como
baixa variabilidade genética entre R. sanguineus brasileiro e R. turanicus africano. Essas
variedades intraespecificas podem alterar diversos parametros biol6gicos nessa espécie de
carrapato, entre eles, a transmissdo de patégenos. Portanto, é necessdrio que mais estudos
morfolégicos e moleculares sejam realizados a fim esclarecer a biossistemdtica de R.
sanguineus de diferentes regides, contribuindo, desta forma, na compreensdo da epidemiologia
das doencas transmitidas por este carrapato.

Recentemente em Uberlandia, Minas Gerais, uma fémea parcialmente ingurgitada de R.
microplus, que foi coletada de um ca@o de drea rural e naturalmente infectado por H. canis,
continha oocistos do Hepatozoon na hemocele (9). Apesar da importincia deste achado, o
papel dessa espécie de carrapato na epidemiologia de H. canis é questionavel, pois apesar de R.
(B.) microplus ser encontrado parasitando outras espécies de mamiferos além dos bovinos, caes
ndo sdo hospedeiros preferenciais (36), e, portanto, o seu papel epidemioldgico nas infeccdes
por H. canis em éreas rurais precisa ser melhor investigado.

Além da transmissao horizontal por carrapatos, foi comprovada também a transmissao
congénita de H. canis em cdes. Murata et al. (37) relataram a ocorréncia da transmissao
vertical em seis ninhadas, com 23 de 29 caes neonatos (79,3%), que apresentaram gamontes e
merontes tissulares, 16 a 60 dias apds o nascimento. As cadelas eram infectadas e os filhotes
que nasceram foram mantidos livres de carrapatos, confirmando assim esta forma de
transmissao.

Apesar da ingestdo de oocistos esporulados ser a principal forma de transmissdo de
Hepatozoon spp. para o hospedeiro intermedidrio vertebrado, o ciclo bioldgico alternativo de
algumas espécies de Hepatozoon pode incluir mais de um hospedeiro intermedidrio, o qual
atua também como hospedeiro facultativo (parat€nico), que desenvolve nos tecidos uma
forma infectante quiescente, os cistozoitos (38). Estas formas infectantes foram demonstradas
no ciclo bioldgico de algumas espécies de Hepatozoon que infectam serpentes, lagartos e
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anuros. Nesses casos, o hospedeiro intermedidrio vertebrado se torna infectado ingerindo os
cistozoitos presentes no hospedeiro paraténico (38, 39).

Existem evidéncias que suportam um provavel envolvimento da predacdo na
manuten¢do do ciclo endémico de H. canis. Baneth e Shkap (40) relatam a observagdo de
cistos monozodicos de H. canis em baco de caes naturalmente e experimentalmente infectados
pelo protozoario. O’Dwyer et al. (21) e Baneth, Samish e Shkap (27) também observaram este
tipo de cisto em bago de animais naturalmente e experimentalmente infectados,
respectivamente. Segundo os autores, a presenga desses cistos em cdes pode ser parte de um
ciclo de trés hospedeiros, descrito por Smith (38), ou pode ser vestigio de um ciclo onde os
cdes atuavam como hospedeiros de transporte. Além disso, H. canis tem sido diagnosticado
em diversas espécies de felideos e canideos silvestres, os quais sobrevivem de predacao (1,
41-43).

No Brasil, os relatos de H. canis ocorrem principalmente em 4areas rurais (3, 4, 9), onde
os cdes podem incluir na dieta algumas presas. Em Oklahoma, EUA, Johnson et al. (44)
encontraram uma alta prevaléncia de infec¢io por Hepatozoon spp. em roedores silvestres de
uma area endémica para H. americanum. Em nosso pais, o que chama a aten¢do é que larvas
e ninfas de A. ovale, que até o momento foi a tnica espécie de carrapato capaz de transmitir
H. canis a caes (7, 8), se alimentam primariamente em pequenos roedores (33). Portanto, é
necessario que se investigue a ocorréncia de H. canis nesses animais e a possibilidade de
servirem como fontes de infeccdo a carrapatos A. ovale e a caes.

Em suma, o que a literatura tem sugerido é que H. canis tenha um ciclo natural silvestre,
onde mamiferos silvestres seriam os hospedeiros intermedidrios primdrios, € 0s cdes teriam
sido inseridos nesse ciclo acidentalmente ao ingerirem carrapatos infectados ou hospedeiros
paraténicos (45).

CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, nos dltimos anos, o conhecimento sobre H. canis vem se intensificando, mas
ha muito a ser pesquisado. Os relatos de H. canis sdo frequentes em dreas rurais, onde cdes
podem ser infestados por diferentes espécies de carrapatos. E necessrio que mais pesquisas
sejam realizadas a fim de investigar os possiveis vetores ou entdo comprovar outras formas de
transmissdo, como a hipdtese da predacgio.
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RESUMO

As leishmanioses representam um grande problema em satide publica, sendo responsaveis por
cerca de 60 mil Obitos e milhares de novos casos anualmente em todo o planeta,
apresentando-se sob as formas mucocutinea, cutanea e visceral, sendo esta ultima, muitas
vezes fatal. No Brasil sdo endémicas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste,
infectando diversos mamiferos, incluindo o gato doméstico, a partir picada da fémea de
mosquitos do género Lutzomyia, os quais apresentam grande adaptagdo ao meio urbano.
Elucidar a epidemiologia da doenca tem sido o objetivo de vdrias pesquisas, ja que a mesma
tem comportamentos variados, conforme caracteristicas da drea e populacdo. Apesar de serem
susceptiveis e ter contato direto com humanos, o papel dos felinos na epidemiologia das
leishmanioses ainda ndo foi esclarecido, pois esses animais podem ser assintomadticos ou ter a
doenca associada as doencas que causam imunossupressdo, além de apresentarem uma
resisténcia natural. A forma cutdnea € a mais relatada em felinos, que podem apresentar
também, uveite, linfoadenopatia local ou generalizada émese, diarréia, desidratagdo,
estomatite e anorexia. O diagnéstico pode ser clinico, parasitolégico, imunoldgico e
molecular. O tratamento é descrito em poucos casos, com relatos clinicos que variam de
completo sucesso até eutandsia. Apesar da existéncia de alguns estudos pesquisando a
soroprevaléncia da infec¢do em populacdes de felinos residentes em dreas endémicas, nao esta
claro ainda se as baixas prevaléncias da infeccdo e da doenga, em gatos provenientes de dreas
endémicas, sdo devidas as falhas na deteccdo de anticorpos ou ao fato dos gatos apresentarem
resisténcia natural a leishmaniose.

Palavras-chave: felinos, leishmaniose, soroprevaléncia, tratamento.
LEISHMANIASIS IN CATS: REVIEW
ABSTRACT
Leishmaniases are a major public health problem, accounting for about 60 000 deaths and

thousands of new cases every year around the world, performing in the forms mucocutaneous,
cutaneous and visceral, the latter often fatal. In Brazil the North, Northeast, Midwest and
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Southeast are endemic, infecting various mammals, including domestic cats through the bite
of female mosquitoes of the genus Lutzomyia, which presents great adaptation to the urban
environment. Elucidate the epidemiology of the disease has been the aim of several studies
because it has varied behaviors as characteristics of area and population. Although, cats are
abble to be infected and direct contact with humans, their role in the epidemiology of
leishmaniasis is still unclear, since these animals may be asymptomatic or have a disease
associated with others diseases which cause immunosuppression, in addition they may have a
natural resistance. The cutaneous form is the most reported in cats and they can presente
uveitis, lymphadenopathy local or general, emesis, diarrhea, dehydration, stomatitis and
anorexia. The diagnosis can be clinical, parasitological, immunological and molecular. The
treatment is described in a few cases, with clinical reports ranging from complete success
until euthanasia. Despite the existence of some studies investigating the prevalence of
infection in populations of cats living in endemic areas, it is not clear if the low prevalence of
infection and disease in cats from endemic areas, are due to failures in detecting antibodies or
the fact of cats present natural resistance to leishmaniasis.

Keywords: feline, leishmaniasis, seroprevalence, treatment.
LEISHMANIOSIS FELINA: REVISION DE LA LITERATURA
RESUMEN

La leishmaniosis es un problema importante de salud publica responsable por cerca de 60.000 muertos
y miles de casos nuevos cada afio en todo el mundo, actuando en la forma mucocutdnea, cutdnea y
visceral, esta dltima a menudo fatal. En Brasil es endémica en el norte, noreste, centro-oeste y sureste,
infectando a varios mamiferos, incluyendo gatos domésticos a través de la picadura de mosquitos
hembras del género Lutzomyia, las cuales presentan gran adaptacién al medio ambiente urbano.
Dilucidar la epidemiologia de la enfermedad ha sido objeto de varios estudios ya que esta enfermedad
presenta comportamiento variado dependiendo de las caracteristicas de la region y de la poblacién. A
pesar de ser susceptibles a la infeccién y a su estrecho contacto con el ser humano, el papel de los
gatos en la epidemiologia de la leishmaniosis todavia no esta claro, ya que estos animales puede ser
asintomdticos o sufrir enfermedades asociadas que causan inmunosupresion, ademds de que pueden
tener resistencia natural. La forma cutdnea es la mis reportada en los gatos, con signos que incluyen
uveitis, linfadenopatia local o general, vomitos, diarrea, deshidratacidn, estomatitis y anorexia. El
diagnéstico puede ser clinico, parasitolégico, inmunolégico y molecular. Existen reportes de
tratamiento con resultados clinicos que van desde la remisién completa hasta la eutanasia. A pesar de
la existencia de algunos estudios que investigaron la prevalencia de la infeccién en las poblaciones de
gatos que viven en regiones endémicas, no estd claro si la baja prevalencia de la infeccién y la
enfermedad en los gatos en dichas regiones se debe a fallas en la deteccién de anticuerpos o al hecho
de presentar resistencia natural.

Palabras clave: felino, leishmaniosis, seroprevalencia, tratamiento
INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas infecto-parasitdrias de cardter zoonético, causadas por
protozodrios do género Leishmania, dos quais 22 espécies sdo patogénicas para o homem.
Dependendo da espécie do protozoario envolvido e da relacdo do parasita com seu
hospedeiro, pode apresentar distintas formas clinicas, ou seja, mucocutinea, cutanea ou
visceral (1).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (2), a prevaléncia da enfermidade em todo o
mundo é de aproximadamente 12 milhdes de casos, com mortalidade anual em torno de 60
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mil e que, cerca de 350 milhdes de individuos estdo expostos ao risco de adquirir a infecgdo.
Anualmente estima-se que ocorram 1,5 a 2 milhdes de novos casos de leishmaniose, contudo,
mesmo sendo relatada em 98 paises, dos quais 88 sdo considerados endémicos, acredita-se
que muitos casos sejam negligenciados. Apenas 600 mil sdo oficialmente declarados, pelo
fato de ser uma doenca de notificagcao obrigatéria em apenas 33 paises (1, 2).

A transmissdo das leishmanioses se da pela da picada de fémeas infectadas de dipteros
da sub-familia Phlebotominae, pertencentes aos gé€neros Lutzomyia — no Novo Mundo, e
Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos flebotomineos, a hematofagia ¢ um habito exclusivo
das fémeas, que necessitam de sangue para a maturacdo dos ovos; desta forma, enquanto se
alimenta, a fémea pode ingerir macrdofagos infectados, transformando-se em formas
promastigotas no trato digestério do flebétomo. Ao realizar o repasto sangiiineo em outro
vertebrado, os fleb6tomos inoculam saliva juntamente com as promastigotas, que ao serem
fagocitadas por macréfagos no tecido, perdem seu flagelo devido a acidez no interior do
fagolisossomo, caracterizando a forma amastigota (3).

Segundo Colombo (4), o flebotomineo Lutzomyia longipalpis, que é uma espécie
prevalente nas zonas urbanas, tem sido responsdvel pela transmissdo da Leishmaniose
Visceral Americana (LVA), na drea urbana dos municipios da regido oeste do estado de Sao
Paulo. Contudo, na regido metropolitana de Sdo Paulo, a sua presenca ndo foi detectada. Este
fendmeno leva a supor que, outras espécies de flebotomineos, ou outros ectoparasitas de caes,
como os carrapatos Rhipicephalus sanguineus e as pulgas Ctenocephalides felis felis possam
estar envolvidas na transmissdao da LVA. Estudo realizado pelo autor, mostrou que em caes
infectados por pulgas e carrapatos, em todos os seus estados evolutivos e havia material
genético positivo para Leishmania infantum chagasi, tendo sido detectado nesses
ectoparasitas positividade variando de 53,1% nas pulgas, e 77,7% nas ninfas, inclusive apds a
ecdise de ninfa para o estddio adulto, sugerindo a capacidade dos carrapatos em preservar os
parasitas vivos (4).

Os reservatérios da doenca incluem mamiferos domésticos e silvestres que possam
infectar-se por Leishmania spp. De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (2), os
animais hospedeiros podem ser distinguidos em hospedeiro primario, secundario ou acidental.
Os mamiferos conhecidos como reservatérios primdrios da enfermidade pertencem a
diferentes ordens, incluindo os primatas (humanos), o cao doméstico (Canis familiaris),
Rodentia, Edentata e Marsupialia. Da mesma forma, infeccOes por Leishmania foram
relatadas em numerosas outras espécies a partir das ordens acima mencionadas, bem como em
outros, que podem, em alguns casos, atuar como reservatorios secunddrios ou simplesmente
como hospedeiros acidentais sem afetar a epidemiologia da doenga (4, 5).

A LVA é uma zoonose reemergente e um grave problema de saide publica, pois estd
amplamente distribuida nos quatro continentes, principalmente em regides tropicais e
subtropicais da Asia e Oriente Médio, sul da Europa, norte da Africa, América do Sul e
Central, sendo que 90% dos casos estdo concentrados na India, Nepal, Sudio, Afeganistao,
Bangladesh e Brasil. No Novo Mundo, onde areas endémicas se estendem do sul dos Estados
Unidos ao norte da Argentina, o principal agente causador da LVA € a Leishmania infantum
chagasi, sendo que cerca de 97% dos casos humanos descritos sdo procedentes do Brasil (6).

Inicialmente considerada uma doenga rural, passou a ocorrer em dreas urbanas de
pequeno e médio porte e, atualmente, ocorre em grandes centros urbanos, revelando o
processo de periurbanizag¢do da doenca (7). No Brasil, a LVA apresenta aspectos geograficos,
climéticos e sociais diferenciados, em funcdo da sua ampla distribui¢do, ocorrendo nas
regides Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste onde apresenta um comportamento
epidemiolégico ciclico, com aumento no nimero de casos em periodos médios a cada cinco
anos (8, 9). No Estado de Sdo Paulo, a leishmaniose visceral canina foi notificada pela
primeira vez, em 1998, no municipio de Aragatuba (10).
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Até o momento nio existem estudos sobre a estrutura populacional da Leishmania
infantum chagasi no Novo Mundo, com um ndmero razodvel de cepas em diferentes regides,
ambientes, hospedeiros e reservatdrios, portanto o estado taxondmico da Leishmania infantum
chagasi no Novo Mundo, ainda ndo esta claro (8).

A prevaléncia da LVC em cédes em paises como Espanha, Franca, Itdlia e Portugal foi
estimada em 2,5 milhdes de animais infectados. O nimero de caes infectados na América do
Sul € também estimado com altas taxas de infec¢do relatadas em algumas areas do Brasil. Em
Cuiaba (MT), 468 cdes domiciliados foram avaliados sorologicamente utilizando a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Destes, 16 animais foram sororreativos, com uma
prevaléncia de 3,4% das amostras (11). Ainda no estado do Mato Grosso, na cidade de
Poxoréo, avaliagdo soroepidemioldgica realizada em 1.112 cédes, pela técnica de RIFI,
identificaram 7,8% de animais reagentes (12). Em Goiania, no estado de Goids, encontrou-se
positividade de 9,34% (20/214) para Leishmaniose Visceral Canina (LVC), utilizando-se a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (13).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma zoonose de ampla distribuicdo e
possui um espectro de manifestacdes clinicas que estdo relacionadas a espécie de Leishmania
envolvida. Frequentemente ocasionada pela Leishmania (Viannia) braziliensis, possui uma
incidéncia anual de um a 1,5 milhdes de novos casos (2, 14). No Brasil ha registro de
transmissdo da doenca em todos os estados desde 2003. Em Barra Mansa — RJ, mesmo ndo
sendo uma regido considerada endémica para LTA, inquérito soroldgico realizado em caes e
gatos, demonstrou um percentual elevado de cdes sororreagentes (15). Em 2010 foram
notificados 21.981 casos confirmados de LTA, dos quais 2428 foram procedentes da regido
Sudeste (16).

Estudos epidemioldgicos efetuados em focos de LVC na Europa, revelaram que, cerca
de metade dos cides parasitados ndo apresentavam sintomatologia, contudo apresentaram
anticorpos anti-Leishmania (17), indicando a existéncia de animais que, mesmo
aparentemente sauddveis, atuavam potencialmente infectantes para o vetor (18). Diversas
espécies ja foram relatadas com a infeccdo, como a preguica (Choloepus hoffmanni e
Choloepus didactilus), roedores dos géneros Proechmys, Rhipidomys, Oryzomys, Akodon,
Rattus e marsupiais (Didelphis), considerados primariamente reservatérios de Leishmania
spp. no contexto da Leishmaniose Tegumentar. Outras espécies parecem desempenhar papel
secundério, como no caso dos equideos, felideos e canideos, considerados hospedeiros
acidentais, uma vez que ndao ha evidéncias que comprovem o papel desses animais como
reservatorios do parasita. Em estudo realizado por Aguilar, Rangel e Deone (19), no estado do
Rio de Janeiro, em uma &4rea endémica para leishmaniose cutinea, foram examinados 26
animais, entre eles, cavalos e mulas, sendo que dez deles possuiam lesdes ulceradas em vérias
partes do corpo. Por meio de esfregacos das marginais das lesdes, obtidas através de bidpsia,
observaram 30,8 % de parasitismo para Leishmania.

Em Cuiaba (MT), foram analisados soros sanguineos de 468 caes, dos quais, 16 foram
reagentes a RIFI, obtendo-se uma prevaléncia geral de 3,4%. Os principais fatores de risco
observados neste estudo foram a localizacdo dos cdes no peridomicilio, bem como a
proximidade das residéncias nas matas, evidenciando mudangas na ocorréncia da doenca no
ambiente urbano (11).

A prevaléncia da LVC em dreas endémicas € consideravelmente maior do que a doenca
clinica aparente (20). Paises da América do Sul, como Argentina e Paraguai, vem
apresentando, de forma crescente, relatos da enfermidade em cdes e em humanos, entretanto,
o Brasil € responsdvel por 90% dos casos da América Latina (21). Além disso, a leishmaniose
estd emergindo dentro de dreas ndo endémicas, principalmente por causa do transporte de caes
de areas endémicas e as mudancas climdticas, favorecendo a expansdao da distribuicao
geografica do vetor flebotomineo (22).
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A adocdo de gatos como animais de estimagao tem crescido muito nos dltimos anos, e
por este motivo, estudos sobre as doencas que albergam os felinos, sdo importantes para a
profilaxia das enfermidades. A proximidade com o homem e o fato de ser uma espécie
susceptivel a infeccdo por Leishmania spp. enuncia a hipdtese da participacdo da espécie
felina na epidemiologia das leishmanioses. Como afirmam Amato Neto e Pasternak (23) “...
hd muito para catalogar e investigar nos nossos problemas de saiide puiblica, até porque se
ndo o fizermos, ninguém o fard e vamos continuar copiando normas de outros lugares...”,
logo, ha necessidade de constante atualizacdo e revisdo das prioridades, nos diferentes niveis,
para a tomada de decisdes nos sistemas de saide, com necessidade de refinado
acompanhamento e, na medida do possivel, antecipar-se a essas possiveis tendéncias.

Tendo em vista a importancia em satide publica que as leishmanioses representam,
acrescido ao fato de que os gatos estdo se tornando mais populares como animais de
companhia, o presente trabalho tem como objetivo realizar uma revisao da doenga em felinos,
a fim de se analisar a participacdo do gato na epidemiologia das leishmanioses.

EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses em gatos (Felis catus) tem sido relatadas esporadicamente em vdrias
partes do mundo, mas seu papel como reservatério ainda nao foi esclarecido completamente
(1). A infeccdo natural de um gato doméstico por Leishmania spp. foi primariamente descrita
em 1912, na Argélia, em um animal de quatro meses de idade, que convivia com um cao e
uma crianga, portadores de leishmaniose visceral. O diagnéstico baseou-se no achado de
formas amastigotas do parasita em medula 6ssea, sem a identificacdo da espécie causadora de
enfermidade (24). A partir de entdo, mais de 40 casos clinicos foram relatados na Europa,
incluindo Portugal (25, 26), Itdlia, Franga (27), Espanha (28), Grécia e também, em paises
como Israel/Palestina, Egito, Suica (29), Ird, Guiana Francesa, Venezuela e Brasil (30-33),
paises estes que apresentam areas endémicas para Leishmania spp. (1, 34).

Estudos na Itdlia e na Siria comprovaram, por meio da tipagem de DNA, parasitas
idénticos no sangue dos felinos e no intestino dos flebotomineos, que se infectaram
naturalmente ao realizar repasto sanguineo, comprovando a transmissibilidade do parasita.
Esta evidéncia de transmissibilidade comprovada dos parasitas de felinos a um vetor sugere
que os gatos podem exercer o papel de reservatérios domésticos da doenga ao invés de
simplesmente um hospedeiro acidental (1, 35, 36).

O gato doméstico pode ser infectado por diversas espécies de Leishmania, podendo ou
nao ser sintomdtico e apresentar sinais clinicos inespecificos, que comumente incluem lesdes
nodulares ou ulceradas no focinho, ldbios, orelhas e pélpebras e alopecia (30). Todavia,
alguns autores referem que os gatos possuem certo grau de resisténcia natural a infec¢do por
Leishmania, na auséncia de outra doenca ou estado de imunossupressao, por apresentarem os
titulos de anticorpos muito baixos e sinais estereotipados, ndo caracteristicos . Com efeito, os
baixos titulos de anticorpos contra Leishmania spp. observados nos gatos tém sido
geralmente atribuidos a capacidade destes animais para gerar anticorpos especificos contra um
agente patogénico presente no seu meio, sem sofrer da doenga (1, 36-38).

A doenca em felinos geralmente estd associada a outras enfermidades que causam
imunossupressdo, como a FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) e FeLV (Virus da
Leucemia Felina), embora muitos estudos t€ém apoiado a idéia de que eles possam de fato ser
um reservatorio de leishmaniose, demonstrando sorologia positiva mesmo na auséncia de
sinais clinicos atribuidos a enfermidade, infeccdo por Toxoplasma gondii e / ou outras
doencas tipicas dos felinos (1, 20, 30, 34). Vicente Sobrinho et al. (36), pesquisaram a co-
infec¢do de Leishmania spp. com Toxoplasma gondii, virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e virus da leucemia felina (FeLV) em uma populacdo de gatos de uma drea endémica para
leishmaniose visceral. Concluiram que, os gatos que viviam em dareas endémicas de
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leishmaniose visceral eram significativamente mais propensos a serem co-infectados com o
FIV, os quais poderiam apresentar sinais clinicos como, alteragdes de comportamento e,
portanto, gatos em tais dreas devem ser sempre cuidadosamente selecionados para co-
infecgdes.

De acordo com Bray (1982) apud Maia, Nunes e Campino (26), um bom reservatorio
deve estar em contato estreito com o homem, deve ser sensivel ao agente patogénico e deve
fazé-lo disponivel para o vetor em quantidades suficientes para causar infeccao e, esta devera
apresentar uma evolucdo cronica, permitindo que o animal sobreviva pelo menos até a
proxima transmissdao; assim, o fato dos gatos se infectarem pelo protozodrio e nao
desenvolverem a doenga, a0 mesmo tempo em que podem portar o parasito no sangue
periférico e co-habitarem com o homem, pode qualificar essa espécie animal como
reservatério alternativo de Leishmania infantum chagasi e nao apenas como hospedeiro
acidental. Trabalho realizado em Portugal demonstrou que gatos infectados naturalmente nao
se recuperam sem terapia especifica (36).

Os casos clinicos de leishmaniose felina (LF) ja descritos, foram causados por
diferentes espécies do agente incluindo: Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania
(Leishmania) venezuelensis (30) e Leishmania infantum chagasi, embora a leishmaniose
cutanea seja a forma mais frequentemente observada nesta espécie (9). Longoni et al. (1)
realizaram uma pesquisa em 95 gatos de dois estados do México e verificaram a presenca de
anticorpos anti-L. mexicana, anti-L. braziliensis e anti-L. panamensis, utilizando as técnicas
de ELISA e Western blot.

Maia, Nunes e Campino (26), pesquisando a leishmaniose em 138 felinos, na area
metropolitana de Lisboa, Portugal, demonstraram que, de todos estes animais, em 28 (20,3%)
foram detectados no sangue periférico a espécie Leishmania infantum, utilizando a Reagao em
Cadeia pela Polimerase (PCR). Com resultados diferentes da pesquisa anterior, no Oriente
Médio, na regido de Jerusalém, Nasereddin, Salant e Abdeen (39), encontraram
soroprevaléncia em felinos por L. infantum de 6,7 %, utilizando a técnica de ELISA.

Na Espanha, o primeiro caso de LF foi referenciado em 1933 e desde entdo, casos
clinicos esporadicos foram relatados. Estudos soroldgicos realizados em diversas regidoes da
Espanha, demonstraram taxa de soroprevaléncia variando de 1, 7 a 60 % em gatos (35). Em
Madrid, drea endémica para LVC, estudos em felinos identificaram soroprevaléncia de 1,29%
(3/233) pela RIFI, utilizando ponto de corte de 1/100. Relataram também que sete gatos foram
sororreativos para Leishmania infantum, com dilui¢ao de corte de 1/50, resultando em 4,29%
de sororreativos, sendo que, a técnica de PCR, apenas um animal (0,43%) apresentou
positividade (40).

Na Grécia, o primeiro estudo de soroprevaléncia de Leishmania spp. em gatos foi
realizado apenas em 2009 e apresentou baixa soroprevaléncia (3,87%), embora este pais
tenha-se caracterizado como altamente endémico para leishmaniose humana e canina (41).

No Brasil, estudos em Andradina e Aracatuba, municipios do Estado de Sao Paulo,
demonstraram soroprevaléncia felina variando entre 4,2 e 51,9% dos animais,
respectivamente (42, 43).

DIAGNOSTICO

O diagnéstico laboratorial das leishmanioses rotineiramente € realizado principalmente
pelos exames parasitologicos (identificacdo do parasita em esfregaco sanguineo e/ou cultivo
do parasita), imunoldgicos (Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio
Imunoenzimético (ELISA) e moleculares (Reacdo de Cadeia em Polimerase- PCR) (44).

A técnica mais utilizada na rotina para pesquisa de anticorpos anti- Leishmania é a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI, que possui sensibilidade varidvel de 80% a
95%. Ja os exames parasitoldgicos, baseados na demonstragdo de formas amastigostas do
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parasita, tanto dentro do macréfago como na forma livre, permitem o diagnéstico definitivo
da infeccdo. A citologia aspirativa € indicada nas lesdes cutineas (LTA), da mesma maneira
para os linfonodos superficiais na LV. Em se tratando de LV, pode-se realizar pun¢ao dos
linfonodos ou de medula 6ssea, sendo o material coletado corado com Giemsa, para a busca
das formas amastigotas. O mesmo material coletado para a realizacdo do exame direto pode
ser utilizado em exames parasitolégicos indiretos, como a inoculacdo em meios de cultura.
Para o cultivo de Leishmania é fundamental utilizar meio bifasico, sendo varios deles
empregados como fase liquida e o Novy-MacNeal-Nicolle — NNN ou dgar-sangue como fase
semissOlida. Em casos com resultados parasitolégicos e sorolégicos negativos ou
inconclusivos, € possivel realizar em laboratérios especializados no diagndstico molecular,
utilizando-se fragmentos de pele, mucosas, sangue periférico, medula 6ssea ou 6rgaos do
sistema fagocitico-mononuclear (45). O teste parasitolégico direto para diagnosticar LV com
a demonstrac@o do parasita em material de bidpsia ou pung¢ado aspirativa de tecidos, como o de
baco, pode ser mais sensivel que de medula 6ssea (46).

LEISHMANIOSE FELINA NO BRASIL

O quadro clinico na leishmaniose felina € inespecifico e assemelha-se aos sinais clinicos
apresentados pela espécie canina, dentre eles anorexia, emese, linfoadenomegalia, dermatites ,
uveites, alopecia difusa, emaciacao, hipertermia e atrofia do muisculo temporal.

Em caes, as lesdes de pele granulomatosa ou piogranulomatosa aparecem como papulas,
nddulos e / ou placas. As lesdes podem ser solitdrias ou multiplas, e localizada ou
generalizada (47).

Serrano et al. (33), descreveram o primeiro caso de leishmaniose felina em Aracatuba-
SP, area endémica para leishmaniose visceral. Neste caso, o animal apresentava alopecia e
descamacao na regido do ouvido e temporal, caracteristicas de dermatite crostosa. Foram
utilizados a RIFI e ELISA para verificar a presenca de anticorpos anti- Leishmania spp. ,
associado ao exame parasitologico e a técnica de PCR, confirmando a infeccao.

Em outro estudo, realizado na cidade de Aracatuba, utilizando 200 gatos adultos
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), a existéncia da infeccdo foi
confirmada pela pesquisa direta do parasita em esfregacos obtidos por pun¢do aspirativa de
linfonodo, medula 6ssea, bago e figado, assim como pela determinagdo de anticorpos anti- L.
chagasi, no teste de ELISA indireto. Os resultados demonstraram uma prevaléncia de
infeccio em 14,5% (31/200), sendo 4% (8/200) por diagndstico parasitologico e 11,5%
(23/200) por sorologia. Dois gatos soropositivos apresentaram lesdes de pele e
hepatoesplenomegalia, contudo, ndo foi possivel afirmar que tais alteragdes eram decorrentes
da infeccdo por Leishmania spp., uma vez que nao foram excluidas outras enfermidades
infecciosas (48).

A partir de um caso canino de LTA, no municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro, area
considerada ndo endémica, foi realizado um inquérito sorolégico em 177 caes e 43 gatos,
sendo detectados pela RIFI, 10,7% de caes sororreagentes e 5,6% de caes inconclusivos. Entre
os felinos, nenhum foi reagente a RIFI, porém ao ELISA, 2,4% apresentaram sororreatividade
e 4,8% apresentaram resultados indeterminados (49). Ja Da Silva et al. (50), relataram em
area endémica do municipio do Rio de Janeiro soroprevaléncia elevada (25%) para
Leishmania spp. em gatos domésticos assintomaticos.

No Distrito Federal, com o objetivo de verificar a ocorréncia de Leishmania spp. em
felinos domésticos procedentes de drea endémica para leishmaniose visceral humana e canina,
foi realizada uma pesquisa utilizando 89 gatos domiciliados, os quais foram submetidos a
exame clinico inicial e coleta de sangue, para a realizacio da PCR. Na PCR, foram
identificadas 53 amostras de sangue positivas para Leishmania spp. (59,55%). Posteriormente,
foram coletadas dez amostras de linfonodos, medula 6ssea e pele de animais positivos,
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utilizados para o diagnostico da Leishmania spp. por meio de técnicas moleculares (PCR e
RFLP-PCR), parasitolégicos, imunoistoquimico € imunocitoquimico e cultivo celular. Na
PCR dos tecidos, 9/10 amostras de linfonodos e medula 6ssea, foram positivas e 8/10
fragmentos de pele, também foram positivos. Todas as amostras foram negativas, para as
outras técnicas testadas. Nao houve alteragdes hematoldgicas, bioquimicas e clinicas
significativas quando comparados com os animais negativos (51).

Coelho et al. (52), em Andradina, no estado de Sdao Paulo, avaliaram 52 gatos do
municipio, com o objetivo de detectar espécies de Leishmania. Foram realizados os exames
parasitologicos diretos, como imprints de linfonodo, medula dssea e bago e apds avaliagdo das
amostras positivas, as mesmas foram submetidas ao PCR e sequenciamento. A infec¢ao foi
detectada em 5,76% (3/52) dos gatos examinados. Em apenas dois animais foram
identificados formas amastigotas da Leishmania spp. nos exames parasitologicos de
linfonodos. Em outra pesquisa realizada no mesmo municipio, o estudo soroepidemioldgico
em 70 gatos com a finalidade de identificar a infec¢do por Toxoplasma gondii, Neospora
caninum e Leishmania spp., detectou anticorpos anti-7. gondii em 15,7% (11/70) dos animais
e em relacdo a Neospora caninum, nenhum animal foi positivo. Dados como raca, idade,
alimentacdo e contato com animais de outras espécies foram significativos para considerar a
positividade para T. gondii (P <0,0001). Gatos que tinham acesso as ruas (17,1%, 11/64), que
coabitavam com ratos (19,6%, 10/51) e que se alimentavam de comida caseira e leite cru
(27,2%, 6/22) foram positivos para 1. gondii. Além disso, 4,2% (3/70) dos gatos foram
positivos para Leishmania spp. pela técnica de ELISA e negativos pela RIFI sem co-infec¢ao
com 7. gondii e Leishmania spp. Nao houve positividade contra o virus da imunodeficiéncia
felina ou virus da leucemia felina nestes animais (42).

Souza et al. (49), relataram o segundo caso de LF, na qual Leishmania (Leishmania)
amazonensis foi encontrada em um gato doméstico de Ribas do Rio Pardo, no estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil, verificando-se que os sinais clinicos eram semelhantes aos observados
em outras doencas comumente diagnosticadas em gatos, como a criptococose e esporotricose.

Da Silva et al. (50), sugeriram que a resposta imune a infeccao por Leishmania spp. em
gatos diferia das observadas em cdes, o que deve explicar o pequeno nimero de animais
infectados e sintomadticos. Talvez a baixa quantidade de casos notificados seja devido aos
inquéritos soroldgicos em poucas areas endémicas e em se diferenciar clinicamente a LF de
outras doengas comuns em gatos. Como consequéncia muitos animais s6 sao diagnosticados,
quando se tornam sintométicos; contudo, devem ser realizados diagndsticos diferenciais para
as lesdes cutaneas (50). Dessa forma, a LF deve ser sistematicamente incluida no diagndstico
diferencial em gatos que apresentem lesdes cutianeas sugestivas, realizando-se pesquisas
soroldgicas e histopatologicas apropriadas especialmente em areas endémicas de leishmaniose
canina, uma vez que nao ha sinais patognomodnicos dessa enfermidade (50, 53).

Estudo realizado no Mato Grosso do Sul, avaliando-se o comportamento
histopatoldgico de lesdes caracteristicas de leishmaniose cutanea em camundongos infectados
experimentalmente, com Leishmania amazonensis isolada de um gato, demonstraram elevado
grau de parasitismo cutaneo na pata, 20 dias apds a infec¢do nos camundongos. Associado a
infec¢do, observou-se infiltrado inflamatério linfo-histiocitdrio, eosinofilico intenso e difuso,
além de necrose moderada e difusa. Inflamacgao focal e perivascular foi observada no figado,
contudo ndo foram encontrados parasitas no mesmo (54).

TRATAMENTO

O tratamento da leishmaniose envolve uma combinacdo de antimodnio e alopurinol,
como a primeira opcdo no protocolo terapéutico. Embora estes firmacos promovam, na
maioria dos casos, a recuperacdo clinica de animais, eles ndo produzem a eliminagdo
completa do parasita (28). O tratamento da leishmaniose felina € descrito em poucos casos,
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com resultados clinicos que variam de completo sucesso até eutandsia (55). Até o momento, o
tratamento para a doenga, tanto canina como felina, € contraindicado no Brasil, de acordo com
a Portaria Interministerial n° 1.426, de 11 de julho de 2008, a qual proibe o tratamento de caes
com LV, por nado existir até 0 momento uma garantia de que os firmacos existentes sejam
eficazes ou que haja reducdo na transmissdo da doenca, ou ainda que o animal ndo se
mantenha como reservatorio, vetando em todo territorio nacional o tratamento da LV em caes
infectados ou doentes com produtos de uso humano ou produtos ndo registrados no MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento) (56).

Marcos et al. (55), na Espanha, relataram um caso clinico de um gato de 4 anos de
idade, com leishmaniose visceral que, apesar do tratamento, apresentou piora clinica e foi
submetido a eutandsia. Possivelmente, devido ao fato de que a leishmaniose felina continue a
ser uma doenga subdiagnosticada e mal esclarecida, ndo existem trabalhos suficientes na
literatura, que indiquem todas as medidas para controlar a leishmaniose felina, enquanto a
maioria de tratamentos clinicos empregados para gatos, siga protocolos de terapias usadas
para caes (57).

A protecdo dos animais por meio de inseticidas tépicos a base de deltametrina, com o
objetivo de repelir flebotomineos implicados na transmissdao e vacinagdo, sdo medidas que
tem mostrado efeitos adicionais no controle da leishmaniose visceral canina (58). Ainda que,
em outubro de 2011, a comercializacdo e o uso de uma das vacinas contra LV canina tenha
sido deferida pelo MAPA, este método ainda € controverso, uma vez que, até o momento,
ainda nao tenha sido comprovado, por meio do xenodiagndstico, que cdes vacinados nao
sejam transmissores da enfermidade aos vetores. Além disso, o Ministério da Saude e a OMS
nio recomendam o uso da vacina em Saude Publica ou como um método preventivo da LV
(56, 59).

CONSIDERACOES FINAIS

As leishmanioses sao importantes em sadide publica, visto a adaptagdo do vetor ao meio
urbano e ao estreito contato dos animais reservatérios com os humanos. Elucidar a
epidemiologia da doenca tem sido o objetivo de vérias pesquisas em todo o mundo, ja que a
mesma tem comportamentos variados, conforme caracteristicas da drea e populacao.

O gato doméstico ¢ um dos mamiferos susceptiveis a infec¢do por Leishmania spp. e,
pelo fato de ser uma espécie crescente como pet, faz-se necessario identificar sua participagcao
no ciclo epidemiolégico das leishmanioses. Apesar de serem susceptiveis, os gatos parecem
ter uma resisténcia natural e, geralmente, as leishmanioses em felinos estdo associadas as
doencas que causam imunossupressao. A forma cutanea é a mais relatada em felinos.

Estudos para prevaléncia soroldgica indicam que os felinos podem ser infectados e
apresentarem-se assintomaticos. Ainda que se realizem estudos pesquisando a soroprevaléncia
da infeccdo em populagdes de felinos residentes em dreas endémicas, ndo estd claro se as
baixas prevaléncias de infeccdo e de doenca, em gatos provenientes de areas endémicas,
sejam devidas a falhas na deteccdo de anticorpos ou ao fato dos gatos apresentarem
resisténcia natural a leishmaniose.
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A GENOMICA BOVINA - ORIGEM E EVOLUCAO DE TAURINOS E ZEBUINOS
Wilham Jorge'
RESUMO

As duas formas de gado, identificadas como taurinos e zebuinos, sdo basicamente
diferenciadas entre si pela auséncia e presenca de cupim ou giba. Os fetos com poucas
semanas ja possuem o cupim. Os bovinos sdo hoje representados por cerca de 800 ragas,
numa populagdo mundial de 1,4 bilhdes de animais. Destas, cerca de 480 sdo taurinos e estao
na Europa. No Brasil sdo cerca de 60 ragas, o que representa 7,5% do total. Os trabalhos
sobre o seqiienciamento e andlise do genoma bovino publicados na Science em 2009,
realizado em taurinos, zebuinos e seus cruzamentos, representam o esforco de um Consorcio
de trés centenas de pesquisadores de 25 paises. Os resultados sdo capazes de identificar a
variabilidade genética que afetam a producdo de leite e carne, a reproducdo, a resisténcia a
doencas, bem como um guia para a selecao individual nos programas de cruzamentos. Os
estudos recentes do DNA mitocondrial de fésseis e de animais viventes indicam que
populacdes do extinto auroque (Bos primigenius) foram os progenitores do gado europeu (Bos
taurus taurus) e do gado zebu (Bos taurus indicus). Dai a proposta de denominagdo das duas
subespécies de bovinos: Bos primigenius taurus para os taurinos e Bos primigenius indicus
para os zebuinos. Evidéncias arqueolégicas mostraram que taurinos e zebuinos surgiram
independentemente em pelo menos dois locais de domesticacao entre 10.000 a 8.000 anos
atrds provenientes de distintos grupos de auroque. Os taurinos emergiram do Oriente
Préximo (Crescente Fértil) e os zebuinos do Vale do rio Indo (hoje Paquistdo) com difusdo
pela India e mais recentemente (3.000 anos) com a introducio de machos no norte da Africa.
Dados moleculares sugerem que o gado zebu do norte da Africa originou-se do cruzamento de
linhagens primitivas locais de taurinos utilizando a introgressao com machos zebuinos.
Posteriormente, o gado acompanhou a migracdo humana pela Asia, Africa, Europa e
Américas, levando a dispersdo e cruzamentos de taurinos e zebuinos. O genoma dos bovinos
contem, ao menos, 22.000 genes e o tempo estimado de divergéncia indica que faurus e
indicus se separaram ha 1,7 a 2,0 milhdes de anos atrds com sequéncia de nucleotideos
16.338 e 16.339 respectivamente, diferindo entre si em 237 posigoes.

Palavras-chave: origem, evolucgdo, taurinos, zebuinos.

THE BOVINE GENOMIC - ORIGIN AND EVOLUTION OF TAURINE AND
ZEBUINE CATTLE

ABSTRACT

The two forms of livestock, identified as taurine and zebu, are basically differentiated from
each other by the absence and presence of hump. Fetuses with a few weeks already have
hump. Cattle are now represented by about 800 races, a world population of 1.4 billion
animals. Around 480 are in Europe and are taurines. In Brazil, about 60 races, which accounts
for 7.5% of the total. Work on the sequencing and analysis of the bovine genome published
in Science in 2009, held in taurine, zebu cattle and their crosses, represent the effort of a
Consortium of three hundred researchers from 25 countries. The results are able to identify
the genetic variability affecting the production of milk and meat, reproduction, disease
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resistance, as well as a guide for individual selection in breeding programs. Recent studies of
mitochondrial DNA from fossils and living animals indicate that populations of the extinct
aurochs (Bos primigenius) were the progenitors of European cattle (Bos taurus taurus) and
zebu cattle (Bos taurus indicus). Hence the proposed designation of two subspecies of cattle,
Bos primigenius taurus for taurines and Bos primigenius indicus for zebu. Archaeological
evidence showed that taurine and zebu cattle have arisen independently in at least two places
of domestication between 10,000 to 8,000 years ago from different groups of aurochs.
Taurines have emerged from the Near East (Fertile Crescent) and zebu from Indus Valley
(now Pakistan) with diffusion by India and more recently (3000 years) with the introduction
of males in North Africa. Molecular data suggest that zebu cattle in North Africa originated
from the crossing of local primitive lineage of taurines using the male zebu introgression.
Subsequently, cattle accompanied human migration throughout Asia, Africa, Europe and the
Americas, leading to dispersion and crosses of taurine and zebu cattle. The cattle genome
contains at least 22,000 genes and the estimated time of divergence indicates that taurus and
indicus split from 1.7 to 2.0 million years ago with 16,338 nucleotide sequence and 16,339
respectively, differing among themselves in 237 positions .

Keywords: origin, evolution, taurine, zebuine cattle
LA GENOMICA BOVINA - ORIGEN Y EVOLUCION DE TAURINOS Y CEBUINOS
RESUMEN

Las dos formas de ganado, identificadas como taurinos y cebuinos, son bdsicamente
diferenciadas entre si por la ausencia y presencia de giba. Los fetos con pocas semanas ya
poseen giba. Los bovinos son actualmente representados por cerca de 800 razas, en una
poblacién mundial de mil cuatrocientos millones de animales. De estas, cerca de 480 son
taurinos y se encuentran en Europa. En Brasil hay alrededor de 60 razas, lo que representa
7,5% del total. Los trabajos sobre el secuenciamiento y andlisis del genoma bovino
publicados en la revista Science en 2009, realizado en taurinos, cebuinos y sus cruzas,
representan el esfuerzo de una sociedad de tres centenas de investigadores de 25 paises. Los
resultados son capaces de identificar la variabilidad genética que afectan la produccion de
leche y carne, la reproduccion y la resistencia a enfermedades, siendo también usados como
guia para la seleccion individual en los programas de cruzamiento. Los estudios recientes del
ADN mitocondrial de fésiles y de animales vivientes indican que poblaciones del extinto uro
(Bos primigenius) fueron los progenitores del ganado europeo (Bos taurus taurus) y del
ganado cebu (Bos taurus indicus). Por ello se considera la propuesta de denominacion de las
dos subespecies de bovinos: Bos primigenius taurus para los taurinos y Bos primigenius
indicus para los cebuinos. Evidencias arqueoldgicas muestran que taurinos y cebuinos
surgieron independientemente en por lo menos dos sitios de domesticacion entre 10.000 y
8.000 afios atrés, provenientes de distintos grupos de uros. Los taurinos surgieron del Oriente
Préximo (Creciente Fértil) y los cebuinos del Valle del rio Indo (hoy Pakistin) y se
difundieron por la India y mas recientemente (3.000 afios), con la introduccién de machos, en
el norte de Africa. Datos moleculares sugieren que el ganado cebd del norte de Africa se
originé del cruzamiento de linajes primitivas locales de taurinos utilizando la introgresion con
machos cebuinos. Posteriormente, el ganado acompafié la migraciéon humana a través de Asia,
Africa, Europa y América, lo que promovié la dispersién y cruzamientos de taurinos y
cebuinos.

El genoma de los bovinos contiene, por lo menos, 22.000 genes y el tiempo estimado de
divergencia indica que taurus e indicus se separaron hace 1,7 a 2,0 millones de afios, con
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secuencia de nucledtidos 16.338 y 16.339 respectivamente, que difieren entre si en 237
posiciones.

Palabras clave: origen, evolucion, taurinos, cebuinos.
INTRODUCAO

Gendmica € o estudo completo do genoma de um organismo. Esta ciéncia reline todos
os métodos para analisar o DNA incluindo os marcadores moleculares, o sequenciamento, os
microarrays, o mapeamento de genes, a bioinformatica e as andlises da expressao dos genes.
Genoma € a sequéncia completa do DNA, contendo toda a informacdo genética de um
organismo. O genoma bovino estd contido em 29 pares de autossomos mais 0s Cromossomos
sexuais, X ou Y. Os gametas (células hapldides) possuem uma cépia do genoma, enquanto as
células somadticas (dipldides) possuem duas.

Toda a informacdo genética para a formacdao de um novo organismo estd contida em
cddigo, na sequéncia de bases que compdem a molécula de DNA. Ela contém a informagado
genética que controla as funcdes vitais do organismo. Todas as caracteristicas morfolégicas de
etiologia genética sdo determinadas por genes que sdo sequéncias especificas de bases
nitrogenadas.

Dada a estrutura das quatro diferentes bases, uma base A (adenina) sempre se liga a uma
T (timina) e uma C (citosina) sempre se liga a uma G (guanina). Assim, a sequéncia de
nucleotideos A-C-T-G em uma cadeia permite deduzir que a cadeia complementar ¢ T-G-A-
C. O cddigo genético é o codigo por meio do qual a informagdo genética contida na
sequencia de trés bases (c6don) especifica um dos 20 aminodcidos da proteina. O RNA ¢é
também composto por nucleotideos. As diferencas com o DNA é que no RNA o actcar € a
ribose e ndo a desoxirribose € a base timina € substituida pela uracila. O DNA ¢é formado pela
dupla hélice e o RNA € encontrado principalmente como uma cadeia simples de
nucleotideos. Um dos trés tipos de RNA, o RNA mensageiro (mRNA) é aquele que copia a
mensagem de um gene do DNA e a transporta até o citoplasma. Os outros RNAs sdo: o RNA
ribossomico (rRNA) e o RNA transportador (tRNA). Uma mensagem presente no DNA ¢é
transcrita para 0 mRNA. A mensagem do mRNA ¢ lida resultando na formacdo de uma
proteina (traducio) com func¢do celular especifica.

A informacgdo genética dos bovinos estd organizada em dois tipos de genoma: genoma
nuclear que contem cerca de 99% do DNA da célula. O restante 1% € composto pelo genoma
mitocondrial localizado nas mitocondrias ou DNA mitocondrial (abreviadamente DNAmt).
O DNA das mitocondrias € transmitido por heranca materna, passando de uma geragdo a
outra, pelo citoplasma do ovdcito. Dessa forma, o DNAmt de um individuo € inteiramente
derivado da sua mae. A variacdo na sequéncia de nucleotideos do DNAmt tem sido a base
para a maioria dos estudos sobre a origem e evolugao de taurinos e zebuinos.

Por meio da sequéncia de nucleotideos do DNA nuclear e do DNAmt podem ser
analisadas questdes relacionadas com a extensdo da divergéncia molecular entre taurinos e
zebuinos, a filogenia, suas origens no processo evolutivo, os locais e centros de domesticagao,
migragdo, expansao, etc.

A biologia molecular aplicada a bovinocultura teve seu inicio com o advento dos
marcadores de aloenzimas nas décadas de 60 e 70. A partir dai tem auxiliado no aumento da
producdo da cadeia produtiva da carne e do leite por meio de avaliacdes genéticas que levam
aos acasalamentos direcionados para um melhor desempenho dos animais.

Nos ultimos 10.000 anos a criacdo de gado tem sustentado os seres humanos em suas
necessidades de alimentagdo com carne e leite, de agasalho com couro e pele e como animais
de transporte e companhia. No dltimo século, a origem e evolugdo dos bovinos tem sido tema
para os pesquisadores e mais recentemente € assunto predominante para geneticistas e
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arqueologistas. Nas duas ultimas décadas, os estudos de filogenética molecular permitiram
comparar a diversidade genética dentro e entre as racas levando a construg¢do das filogenias
moleculares, histéria das racas e de suas origens.

Uma das descobertas mais importantes do século XX foi a de que as moléculas
evoluem da mesma forma que as estruturas macroscépicas. Quanto mais préximo o
parentesco entre dois organismos, mais semelhantes sdo as suas moléculas. Quando as
evidéncias morfoldgicas sdo ambiguas, as semelhangas das moléculas podem revelar o grau
de parentesco entre as espécies. A estrutura das moléculas sofrem mudangas da mesma forma
que as estruturas macroscopicas. A maioria das moléculas sofrem mutacdes constantes ao
longo do tempo e podem servir como um “reldgio molecular” definido como a “regularidade
observada nas mudancas de uma molécula, semelhante a um reldgio, ao longo do tempo
geoldgico”(1). O relégio molecular foi utilizado, por exemplo para demonstrar que a
bifurcacdo entre o homem e o chimpanzé aconteceu entre cinco e oito milhdes de anos e nao
entre 14 e 16 milhdes de anos como se pensava antes.

Elsik et al. (2) mostraram que o genoma bovino possui aproximadamente 3 bilhdes de
unidades de informacdo ou pares de bases do DNA e pelo menos 22 mil genes.
Especificamente estes resultados sdo capazes de identificar as varia¢des genéticas que afetam
a producdo e representam também um guia para sele¢do individual nos programas de
cruzamentos.

Com base nas informagdes do genoma, o processo de selecdo pode ser mais preciso,
com descarte de animais inferiores e otimizacdo do melhoramento genético. Com ele sera
possivel dispor antecipadamente de informagdes sobre as caracteristicas individuais de
produtividade e na identificac@o de portadores de doengas genéticas recessivas.

O genoma mitocondrial das duas formas de gado, taurinos e zebuinos, contem 16.338 e
16.339 nucleotideos respectivamente, e diferem em 237 posicdes. O tempo estimado de
divergéncia indicam que os dois tdxons se separaram hd 1,7 a 2,0 milhdes de anos atras (3).

Os taurinos e zebuinos compreendem a maior parte do gado do mundo, entretanto a sua
origem, classificacdo sistematica e domesticacdo ainda geram controvérsia: o préprio Lineu
os considerou como duas espécies separadas, designando-as Bos taurus e Bos indicus,
animais sem e com cupim, respectivamente. A classificacdo de Lineu e seus seguidores deu
énfase a morfologia do cranio e o comprimento e morfologia dos chifres.

Os estudos recentes de DNAmt de foésseis e de animais viventes indicam que
populacdes do extinto auroque (Bos primigenius) foram os progenitores do gado europeu (Bos
taurus) e do gado zebu (Bos indicus), dai a proposta de uma nova denominagdo para as duas
subespécies: Bos primigenius taurus € Bos primigenius indicus, para taurinos e zebuinos,
respectivamente (3).

Nesta revisao, os enfoques sdo 0s cromossomos e a gendmica bovina, com os recentes
avancos na pesquisa, visando o entendimento sobre a origem e o processo evolutivo de
taurinos e zebuinos.

AS TECNICAS PARA ANALISE DO DNA GENOMICO DE BOVINOS FOSSEIS E
VIVENTES

Para estudar a histéria genética dos bovinos bem como a andlise filogenética e
demografica, inimeras pesquisas foram realizadas nas duas tltimas décadas.

Os novos conhecimentos sobre a andlise de marcadores moleculares nucleares,
mitocondriais e do cromossomo Y, utilizando DNA de fésseis e de ragas atuais, tem causado
um grande impacto nos recentes avangos sobre a origem, a domesticacdo e a histdria
evoluciondria dos bovinos.

Para a extracdo de material antigo (periodo Neolitico, 10 mil anos) o DNAmt foi
extraido de fragmentos de ossos bem preservados, provenientes de museus de Histdria
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Natural, sitios arqueoldgicos, escavacdes, cavernas, etc. utilizando técnicas especificas de
extracdo para DNAmt. Os extratos de DNA foram preparados por técnicas de amplificagcdo
por PCR e anélise do sequenciamento de nucleotideos. Este DNA apresenta trés propriedades
que lhe causam dano: contaminag¢do, fragmentacdo e degradacdo, tornando-o mais dificil de
analisar quando comparado com amostras recém coletadas de animas viventes.

A andlise do genoma bovino de animais viventes foram e tem sido realizadas pela
extracdo do DNA nuclear proveniente de amostras de sangue fresco (leucdcitos), sémen,
bulbos de pelos, fibroblastos e bidpsias de tecidos. O DNAmt foi isolado e o D Loops
amplificado utilizando a reagdo de PCR com “primers” construidos. Para analisar a variacdo
na sequéncia de nucleotideos utilizam-se DNA citoplasmatico das mitocOndrias, DNA
genomico do nicleo e DNA microssatélite do cromossomo Y.

Uma ampla bibliografia com detalhes dessas metodologias estdo disponiveis nas
referéncias: (4-13).

Detalhes técnicos para a andlise de DNA gendmico autossomal e de hapldtipos de
cromossomo Y de animais viventes, podem ser obtidos nas referéncias: 3, 10-23.

DNA CITOPLASMATICO DAS MITOCONDRIAS - DNAmt D LOOP - MARCADORES
MITOCONDRIAIS

As mitocoOndrias sdo organelas citoplasmdticas que possuem o0s seus proprios
cromossomos € sdo relacionadas com a producdo da energia da célula. Marcadores
mitocondriais sdo variagdes normais na seqiiéncia de nucleotideos, espalhadas no genoma,
chamadas polimorfismos. A variagdo na seqiiéncia de nucleotideos do DNAmt tem sido a
base para estudos sobre a origem e evolugdo de taurinos e zebuinos.

As variagdes mais comuns entre os individuos sdo os SNPs que sdo diferencas na
sequéncia de DNA envolvendo somente um par de bases nas quais a variagdo encontrada
envolve uma tnica base de DNA.

No DNAmt existe uma regido ndo-codificadora, denominada D-Loop, que é muito
varidvel, sendo importante na identificacdo de individuos e espécies e na caracterizagdo de
racas. O genoma mitocondrial é, em grande parte, idéntico entre os individuos, com exce¢ao
da regido D-Loop de aproximadamente 1.100 pares de bases. Apresenta grandes diferencas
entre as espécies animais devido a sua alta taxa de mutacao.

Machos e fémeas herdam os seus DNAmt de suas maes, que os herdam das avés
maternas, bisavos maternas etc. Os machos ndo transmitem suas mitocOndrias para as suas
proles pois os espermatozdides s6 possuem algumas moléculas de DNAmt que ndo entram no
ovdcito. Assim, 0o DNAmt de um individuo € todo derivado da sua mae (Figura 1).

fémea A2 DNAmt de A1=A etc, etc

fémea A1 DNAmt de A <:
MAE A macho B2 DNAmt de A1=A i transmite

macho B1 DNAmt de A — nao transmite seu DNAmt

Figura 1. A mae A transmitiu o seu DNAmt para sua filha Al e o seu filho B1. Este ndo
transmite o seu DNAmt e encerra a sua carreira em termos de transmissdo de DNAmt. A filha
Al transmite o seu DNAmt para a sua filha A2 e para o seu filho B2. O DNAmt de A2 e B2
€ o mesmo da sua avd, ou seja, da mae A. A transmissdo foi portanto: fémea A > fémea Al
> fémea A2.

A taxa de mutagdo do DNAmt é cerca de 10 vezes maior que no DNA nuclear o que o
torna ideal para a diferenciacdo de espécies e estudos de evolugdo.
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A andlise do DNAmt de taurinos e zebuinos permitiu identificar 237 polimorfismos e
estimar o tempo de divergéncia entre taurus e indicus em 1,7 a 2,0 milhdes de anos (3). A
sequéncia completa do DNAmt da raca Brahman foi analisada mostrando que haplétipos
taurinos de gado de corte europeu estavam presentes em 90% do genoma desta raca (17).

MARCADORES MICROSSATELITES OU STR

O microssatélite € um tipo de DNA nuclear. Sao sequéncias de 2 a 8 nucleotideos
repetidos em “tandem”, também chamados de STR (Short (Simple) Tandem Repeats)
distribuidos ao longo do genoma nuclear. O DNA satélite possui composicao diferente de
bases, apresenta densidade prépria, permitindo purificd-lo por centrifugacdo. Recebe esse
nome por formar ‘“satélites” em relacio ao DNA gendmico. A denomina¢do mini e
microssatélite estd relacionada com o nimero de pares de bases. Os minissatélites sao
sequéncias com maior nimero de bases que os microssatélites. Um exemplo sdo os
teldmeros dos cromossomos que possuem minissatélites formados por sequéncias ‘“‘em
tandem” de 6 bases (TTAGGG)n, repetidas “em seguida” n vezes.

Sao utilizados na caracterizagdo das racas, na andlise da diversidade entre e dentro das
racas, do nivel de endogamia, da introgressao, etc. Por meio dos microssatélites foi possivel
analisar e entender a grande bifurcacao entre as origens distintas de taurinos e zebuinos.

Os STRs sado excelentes marcadores genéticos por causa do grande polimorfismo e a
sua abundante distribuicdo em todo genoma. Ihara et al. (11) utilizaram 3802 microssatélites
e 3960 marcadores para a construcao do mapa genético de alta densidade dos bovinos.

MARCADORES SNPS OU POLIMORFISMOS DE BASE UNICA

Sdo diferencas na sequencia de DNA envolvendo somente um par de bases. SNPs
(pronuncia-se snips). Sdo as variagdes mais comuns entre os individuos nas quais a diferenca
encontrada envolve uma tnica base de DNA. Até hoje existem cerca de 1.800.000 SNPs no
genoma bovino. Sao menos polimérficos que os microssatélites porem mais freqiientes.
Marcadores SNPs de cromossomo Y foram utilizados por Bollongino et al. (13) que
verificaram que nao houve hibridacao entre machos auroque da Europa e o gado doméstico.

HAPLOTIPOS DE CROMOSSOMO Y OU MARCADORES MICROSSATELITES DO
CROMOSSSOMO Y

Marcadores microssatélites do Y sdo de grande interesse porque sao hapldides e de
heranca paterna. A falta de recombinag¢do do Y em 95% da sua extensdo implica na sua
heranga em bloco como um haplétipo. O cromossomo Y € um dos menores do cariétipo
bovino (2 a 3% do caridtipo). A variabilidade observada no Y (polimorfismos do Y) é
decorrente unicamente de mutacdes na linhagem germinativa sendo, portanto, menos
diversificada. Os marcadores genéticos, especificos de Y, tem sido utilizados para identificar
e acompanhar o fluxo de genes entre populacdes mediados por machos nos bovinos. Liu,
Beattie e Ponce de Leon (18) identificaram nos bovinos 46 marcadores microssatélites na
regido nao-recombinante (inclusive o SRY) e 13 genes na PAR.

Estudos de DNA antigo de bovinos por meio de haplétipos de Y sdo mais raros porque
0 Y € exclusivo dos machos. Alem disso, a preservacdo do DNA nuclear é mais dificil do que
o DNAmt (13).

Sondas Y-especificas permitiram a discriminacdo entre taurinos e zebuinos (19). A
utilizacdo de marcadores micros satélites localizados no Y que apresentam alelos de zebus,
permitiu verificar a introgressdo mediada por machos no gado africano (15, 20, 21) o que
foi observado também na formacao de ragas japonesas, coreanas e mongdlicas (22).
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Gotherstrom et al. (23) identificaram trés tipos de haplétipos de Y: Y1 e Y2 de vérias
racas taurinas européias € Y3 dos zebuinos. Esses ultimos originaram-se de eventos de
domesticacdo separados dos taurinos, no que se refere ao tempo e a area geografica. Na
formacdo do haplétipo Y1 houve introgressao de machos selvagens com o gado domesticado.

MICROARRANJOS, CHIPE DE DNA, CHIPE BIOLOGICO OU DNA MICROARRAY

De acordo com Farah (24), a tecnologia de microarranjos de DNA ¢ talvez a mais
poderosa para a andlise dos dcidos nucléicos. Permite uma investigagao completa e simultanea
dos genomas, permitindo estabelecer a relagdo funcional entre todos os genes presentes no
genoma. Esta metodologia tem impulsionado o estudo das fungdes gé€nicas (genOmica
funcional) em diferentes organismos, incluindo caracteres normais ou patolégicos. O termo
microarranjo ¢ uma traducdo do termo microarray pelo qual esta técnica é mais conhecida.
Sao utilizados na detec¢do e quantificagdo de acidos nucléicos (mRNA na forma de cDNA ou
DNA gendmico). Aqui o DNA gendmico € fixado em um filtro e hibridizado com uma sonda
que reconhece o gene ou uma regidao do gene. Cada gene ou regido do gene em estudo utiliza
uma hibridacdo em separado com sondas especificas. Como cada sonda ocupa uma posi¢ao
definida e conhecida no filtro, o conjunto de sondas, dessa forma distribuidas, forma um
“array” que significa arranjo, ordem. Um microarray bovino foi desenvolvido por Wiggans et
al. (25) (Illumina BovineSNP BeadChip) contendo aproximadamente 57.000 SNPs para
associagdes com caracteristicas de importancia econdmica nos bovinos.

COMBINACAO DE MARCADORES NUCLEARES E MITOCONDRIAIS

Hassanin e Douzery (26) descrevem uma metodologia em que dois marcadores
mitocondriais e dois nucleares foram combinados e submetidos a analise filogenética na
familia Bovidae.

O TEMPO GEOLOGICO, OS BOVINOS E SEUS ANCESTRAIS

O tempo geoldgico compreende as vdrias transformagdes ocorridas na paisagem
terrestre, de forma gradual. Representa a linha do tempo desde a formacdo da terra até o
presente. A ordem cronoldgica dos periodos geoldgicos tem como base o principio da
superposi¢cdo das rochas isto € rochas mais jovens estdo depositadas sobre as mais antigas.
No campo as rochas sdo datadas pela anélise dos fésseis.

Com base na idade dos registros fosseis, o tempo geoldgico € dividido em eons, eras,
periodos, épocas e idades, medidos em bilhdes, milhdes ou milhares de anos e com diferentes
duracdes. Nao hd concordancia entre os pesquisadores quanto aos nomes e limites das
divisoes.

Os estratos ou camadas podem se referir a periodos geoldgicos ou a estagios (épocas)
dentro dos periodos com base no seu contetido de fosseis (27).

O intervalo mais longo e antigo do tempo geoldgico é o Pré-Cambriano com 4.560
milhdes de anos, representando a maior parte da histéria da terra. O mais recente €é o Eon
Fanerorozdico (vida abundante) que corresponde aos tempos modernos. O Fanerozdico esté
dividido em trés Eras: Paleozoico (vida antiga), Mesozdico (vida média) e Cenozdico (vida
recente). Estas Eras estdo subdivididas em Perfodos e estes em Epocas (Tabela 1).
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Tabela 1. Escala do tempo geolégico da Sociedade Americana de Geologia de 1999
modificado de Benton (29) mostrando as divisdes do tempo geoldgico e suas datacdes
atualmente aceitas. A versdao de 2009, completa e detalhada pode ser vista em
Geosociety.org./science/timescale. (MiA = milhdes de anos)

Eon Era Periodo Epoca Data do comeco (MiA)
Fanerozoéico Cenozdica Quaternario | Holoceno 0,01
Pleistoceno 1,8
Terciario Plioceno 5
Mioceno 24
Oligoceno 34
Eoceno 55
Paleoceno 65
Cretaceo 144
Mesozoica | Jurdssico 200
Tridssico 251
Permiano 290
Carbonifero 354
Paleozdica | Devoniano 417
Siluriano 443
Ordoviciano 495
Cambriano 545
Precambriano 4560
Pangeia Gondwana A distribuicado atual
0 i P |y | oA e | | Sy
dos mamiferos bovinos?

Na Era Mesozéica do Tempo geoldgico hd cerca de 250 milhdes de anos, os continentes
estavam agregados em uma unica massa continental, a Pangeia, circundada por um tunico
oceano, o Pan Thalassa. Foi no inicio da Era Mesozdica que surgiram 0s primeiros
dinossauros e os primeiros mamiferos (27) e provavelmente os ancestrais dos bovinos. Foi
nesta Era ( hd 135 milhdes de anos) que ocorreu o fendmeno denominado Deriva continental
(28) que é o deslocamento ou movimento dos continentes € oceanos, uns em relacdo aos
outros, por efeito da tectonica de placas continentais.

Com a fragmentacdo da Pangeia, formaram-se dois continentes, um ao norte com a
América do Norte e a Eurdsia (Laurésia) o outro ao sul a Gondwana formada pela Africa e
América do Sul. No fim do Creticeo e ainda no Mesozdico hd 65 ma, a Laurdsia rompeu-se
no sentido norte/sul dando origem a América do Norte e a Eurdsia. Neste periodo ocorreram a
diversificacdo dos dinossauros e dos primeiros mamiferos com o surgimento dos ancestrais
dos bovinos.
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A Gondwana comeca entdo a se fragmentar em Africa, América do Sul, Austrilia, India
e Antdrtica até ser como € hoje com os continentes amplamente separados (27). Apds a
separagdo, ocorre a grande diversificagdo dos mamiferos. O exemplo clédssico € a fauna dos
mamiferos endémicos da Austrdlia e Nova Zelandia ser composta apenas de marsupiais.

A ORIGEM DOS ARTIODACTILOS, UM ENIGMA?

O mais antigo ancestral fossil dos bovinos, o artiodictilo Diacodexis, um pequeno
animal de membros compridos € menor do que um coelho, foi considerado como o mais
primitivo Artiodactyla conhecido. Aparece em estratos do inicio do Eoceno (55 ma) na
América do Norte, Europa e Asia, bem apo6s a Deriva continental da América do Sul e Africa.
Aparece também em estratos na India e no Paquistdo na mesma Epoca. A descoberta do
Diacodexis na India e no Paquistio (Diacodexis paquistanensis) levanta a ddvida deste
ultimo ser mais primitivo que a forma existente na América do Norte e Eurdsia. Com isso, a
origem geografica da Ordem Artiodactyla, permanece sem solucao (28).

Nao € sempre que sdo encontrados os registros fosseis. Com a auséncia de formas
intermedidrias, a origem da Ordem Artiodactyla € ainda um enigma, diferentemente do Equus
caballus em que todos os elos foram encontrados. No caso dos artiodétilos, o aparecimento
subito do Diacodexis, sem registro de ancestrais € um mistério na trajetoria evolutiva dos
bovinos, permanecendo até hoje a questdo: como e onde originaram-se os artiodactilos? (28)

A ORIGEM DOS RUMINANTES

Todo o processo de diferenciacdo dos bovinos surgiu a partir deste artioddctilo basal
que sobreviveu até o Oligoceno (34 ma) na América do Norte, Europa e Asia. No Oligoceno
(34 ma) surgem os artiodictilos Selenodontes cujo principal grupo € constituido pelos
Ruminantes que s@o os bois, antflopes, cervos e cervos-camundongos (29). O Hypertragulus,
uma das primeiras formas de Ruminantes, um animal do tamanho de um coelho, surgiu no
Eoceno / Oligoceno.

Hoje os ruminantes constituem um grupo de mamiferos com 192 espécies distribuidas
em todo mundo com exce¢do da Austrdlia e Antartica (30). Na classificagdo atual dos
bovinos (a seguir), a subOrdem Ruminantia estd subdividida nas InfraOrdens Tragulina e
Pecora. Tragulina é representado por uma tnica familia vivente: Tragulidae (com trés géneros
de trdgulos ou cervos-camundongo (mouse-deer). Na InfraOrdem Pecora, alem da familia
Bovidae (boi, carneiro e antilope), outras quatro familias viventes sdo atualmente
reconhecidas como pertencentes a esta Infra Ordem: Cervidae (cervideos), Antilocapridae
(Antilocapra americana) , Giraffidae (girafas e ocapis da Africa) e Moschidae (musk deer ou
“boi” almiscarado da Asia).

Os representantes da familia Bovidae s@o encontrados em todos os continentes exceto
na América do Sul, Australia e Antartica. Nos registros fdsseis, esta familia é facilmente
identificada pela presenca de chifres. Na tribo Bovini, alem do género Bos estdo também
outros géneros: Bison (bisdo); Bubalus (bufalos); Sincerus (bufalo africano) . Segundo alguns
autores, a Anoa ou bufalo ando, pertence a uma tnica espécie do gé€nero Anoa.

A classificacio da tribo Bovini € ainda contraditéria. Alguns colocam como
pertencentes a essa tribo, o iaque (Phoephagus grunniens), o banteng, kolprey, gaur e gaial
(género Bibos).
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Ordem Artiodactila
SubOrdem Ruminantia
InfraOrdem Pecora
Familia Bovidae
Tribo Bovini
Género Bos

A andlise morfolégica e genética indicam que os cetidceos e os artioddctilos tem um
ancestral comum (31). Esta intrigante descoberta coloca os bovinos mais aparentados da
baleia, do boto e do golfinho, do que do cavalo.

A ORIGEM DOS BOVINOS

A origem dos bovinos deixou os arqueologistas perplexos durante quase todo século
XX quando existiram vdrias teorias controversas. Um dos pontos de maior discussao foi a de
que os bovinos teriam uma Unica origem (teoria monofilética) ou vérias origens (teoria
polifilética) (32).

A teoria polifilética abrange varias hipoteses confluentes em duas grandes tendéncias, a
difilética e a polifilética propriamente dita.

A difilética defende que os bovinos domésticos descenderam paralelamente de duas
formas pré-historicas: o uro europeu (Bos taurus primigenius) de chifres longos e o uro de
chifres curtos (Bos taurus brachycherus).

A polifilética propriamente dita, defende a evolugdo da espécie a partir de varias formas
primitivas, que diferiam entre si pela estatura, peso, local de domesticacdo, dimorfismo sexual
e pelas exuberantes diferencas entre os chifres (tamanho, morfologia e dire¢ao). Essas formas
primitivas sdo as seguintes: Bos taurus primigenius; Bos t. brachycherus (de chifres curtos);
Bos t. frontosus (considerado também como o resultado do cruzamento entre B. t. primigenius
e B. t. brachycerus); Bos t. aqueratus (considerado como a forma sem chifre), Bos t.
brachycephalus (de chifres curtos); Bos t. orthoceros € Bos t. hamiticus. Para os defensores
da teoria polifilética, a domesticacdo teria acontecido simultaneamente em vérios lugares, a
partir de formas locais.

A TEORIA MONOFILETICA: AUROQUE, O ANCESTRAL DOS BOVINOS

A teoria monofilética baseia-se em um unico ancestral, o Auroque ou uru (Bos
primigenius). Antes de ser extinto em 1627, o auroque foi difundido em toda a Europa, norte
da Africa e sul da Asia. O auroque é aceito como o ancestral silvestre ou o precursor de todo o
gado doméstico tanto taurinos como zebuinos e cuja domesticagdo comegou ha 10 mil anos e
foi, do ponto de vista econdmico, a mais importante espécie domesticada.

Auroque traduzido do alem@o significa boi primitivo ou proto-boi, estando representado
em cenas de cacadas nas pinturas rupestres existentes em rochas de cavernas do Peleolitico
(Idade da Pedra Lascada 2,5 mA). Descrito por Julius Cesar “como um animal um pouco
menor que um elefante e com aparéncia, pelagem e forma de um boi”.

Possivelmente os auroques da Eurdsia e do norte da Africa teriam variacdes nos
fendtipos tais como cor da pelagem e forma do chifre, o que poderia indicar a existéncia de
outras subespécies além daquelas j& documentadas. Os atuais padroes de pelagem dos
bovinos teriam surgido a partir da forma dominante escura do auroque, por mutacio genética
e selecdo.

O auroque era um animal possivelmente agressivo, de grande porte, de cor negra ou
castanha escura, pesando até 1.000 kg e medindo de 1,80 a 2,00 e 1,50 a 1,70 metros de
altura, para machos e fémeas, respectivamente (33). Cabeca grande, pescoco forte, perfil
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retilineo, fronte plana e pernas longas. Chifres grossos com mais de um metro de
comprimento saindo lateralmente em linha reta para depois se dirigirem para frente e em
seguida para cima (Figura 2).

O dimorfismo sexual no Auroque € evidente com as fémeas pesando e medindo bem
menos que os machos. Observa-se também que o gado doméstico atual € significantemente
menor do que o seu progenitor selvagem.

Figura 2. Bos primigenius primigenius ou Auroque, considerado o ancestral do gado
doméstico, extinto no século 17. Museu de Historia Natural de Nova York
http://www.prehistory.com/bosprimi.htm

A sua vasta distribui¢do geografica, do Atlantico ao Pacifico, foi documentada por meio
dos seus fésseis localizados em toda a Eurdsia e norte da Africa e em locais tdo distantes
como as Ilhas Britanicas e a China, o que deve ter propiciado a formacgdo de trés subespécies
ou ragas geograficas denominadas: Bos primigenius primigenius do norte da Eurdsia, B. p.
opisthonomus do norte da Africae B. p. nanadicus do sul da Asia (34).

As espécies de auroque africanas e da Asia foram extintas h4 cerca de 2.000 anos porem
a espécie da Europa Central sobreviveu até 1627 (34). Na Europa o auroque alcangou a maior
densidade populacional no comeco do Holoceno (0,01mA). As razdes do seu declinio foram
as cacadas, a perda de habitats e a competi¢cdo com o gado doméstico o que resultou na sua
nao-sobrevivéncia. Acredita-se que o auroque foi extinto no Egito no comego do século XIV
porem sobreviveu mais tempo em outras regides inclusive na Europa: a dltima fémea foi
abatida em 1627 numa reserva florestal, préxima a Varsdvia na Polonia. Lamentavelmente o
uru ndo pode ser visto em nossas Exposi¢des, entretanto o seu genoma mitocondrial sobrevive
no nosso gado.

A andlise do DNA do Bos primigenius da Europa mostrou que as sequéncias sao
filogeneticamente mais proximas dos atuais taurinos do que dos zebuinos. A similaridade
entre o B. primigenius € o Bos taurus sugerem que poderiam ser membros de uma unica
espécie (35). Segundo MacHugh et a. (20), a subespécie de auroque Bos primigenius
nanadicus, do sul da Asia, seria o mais provdvel ancestral dos zebuinos.

AS SUBESPECIES DE AUROQUE

Epstein e Mason (34) reconhecem ao menos trés subespécies de auroque que sio
diferenciadas pelo tamanho do corpo e a forma do chifre em: B. p. primigenius do norte da
Eurésia, B. p. opisthomonus do norte da Africa e B. p. namadicus do sul da Asia. Esta dltima
¢, provavelmente, a progenitora do gado zebu domesticado. Bailley et al. (35) relatam que a
sequencia do DNAmt do Bos primigenius das cavernas da Inglaterra € filogeneticamente mais
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proxima dos atuais taurinos, a ponto de os considerarem como membros de uma mesma
espécie.

A taxonomia das ragas ou variedades de auroque € bastante controversa. Com base na
andlise do cranio, Grigson (36) propde que B. p. nanadicus e B. p. primigenius sejam
classificadas como espécies separadas. Segundo Felius, Koolmees e Theunissen (37) do Bos
primigenius existem apenas duas subespécies: o B. p. primigenius que deu origem ao gado
europeu sem cupim (Bos taurus) € o B. p. nanadicus, das regides tropicais que deu origem ao
gado de cupim (Bos indicus)

A DOMESTICACAO DE TAURINOS E ZEBUINOS

A domesticacdo é definida como “o processo pelo qual ocorre um aumento da
dependéncia mutua entre a sociedade humana e as populacdes de animais e plantas” (2).

A domesticacdo dos bovinos e sua capacidade de transformar capim em carne, leite e
pele, tendo a celulose como fonte de energia, foi acompanhada de substanciais mudangas na
histéria da humanidade no Periodo Neolitico, com modificacdes na dieta, no comportamento
e na estrutura socio-econdmica das populagdes humanas (9).

Durante os séculos XIX e XX, apds o processo de domesticagdo, as principais forcas
evoluciondrias como mutagdo, selecdo natural, migracdo, adaptacdo, deriva genética etc
desenvolveram uma grande diversidade das popula¢des de bovinos, o que culminou com a
formagao de novas ragas para os mais diferentes propésitos, definindo-se como ‘“animais da
mesma raga” aqueles que, por meio de cruzamentos e selecdo, adquiriram semelhancas entre
si passando-as uniformemente para a descendéncia.

Nas tultimas décadas os programas de selecdo aceleraram o melhoramento genético com
o emprego dos marcadores moleculares para a selecao fenotipica bem como a utiliza¢do da
inseminagao artificial, transferéncia de embrides e fertilizacao in vitro.

Os bovinos sdo hoje representados por cerca de 800 racas (2) e (35), algumas em perigo
de extincdo. Das 800 racas de bovinos hoje existentes, cerca de 480 estdo na Europa, todas
do tipo taurino (9). No Brasil existem cerca de 60 ragas, o que representa 7,5% do total.

Os arqueologistas foram os primeiros a tentar reconstruir, por meio de caracteres
morfoldgicos, a origem e a histéria evolutiva dos bovinos. Vdrias hipdteses contraditérias
foram propostas, entre elas a de que os bovinos emergiram de vérios centros de domesticagcdo
localizados em diferentes partes da Europa e da Asia.

As evidencias arqueoldgicas e a andlise do DNAmt mostram que a domesticacdo do
auroque aconteceu independentemente em dois diferentes locais, entre 10.000 e 8.000 anos
atrds. E universalmente aceito, com base nas evidéncias e estudos citados, que o gado
moderno emergiu a partir do extinto auroque (Bos primigenius), em pelo menos dois eventos
separados de domesticacdo a partir de duas subespécies de auroque no final do Pleistoceno e
come¢o do Holoceno. Um dos eventos deu origem aos taurinos e aconteceu no Oriente
Préximo ou Sudoeste da Asia hoje representados por Anatdlia (regido asidtica da Turquia),
Siria, Libano, Jordania, Chipre, Israel, Iraque e Palestina, entre o mar Mediterraneo e o Ira.

O outro evento ocorreu no Baluquistdo (hoje Paquistdao), dando origem aos zebuinos.

Com base na sequencia de DNAmt de racas taurinas européias, zebuinas indianas e
taurinas e zebuinas africanas Troy et al. (38) e Loftus et al. (39) sugerem que todas as racas
européias e africanas pertencem a uma linhagem e as indianas a uma outra. A aplicacdo do
relégio molecular sugere que os dois clados principais de DNAmt divergiram hd, ao menos
200.000 anos e no maximo 1 milhdo de anos. A grande divergéncia € interpretada como dois
eventos de domesticacdo separados, proposi¢do apoiada por Loftus et al. (40), provavelmente
de duas diferentes subespécies de Bos primigenius.

Conforme Bradley et al. (41), o gado doméstico moderno revela que eles sdo derivados
de progenitores taurinos, zebuinos ou resultante do cruzamento entre esses dois. Por outro
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lado, a magnitude da divergéncia entre taurus e indicus indicam uma pré-domesticagdo em
separado e que os taurinos da Europa e da Africa sofreram influéncia genética de duas
linhagens separadas de auroque.

Loftus et al. (42) utilizando marcadores microssatélites de oito populacdes de bovinos
do Oriente Préximo, da Europa, do Oeste da Africa e da India, demonstram que taurinos e
zebuinos tiveram origens separadas e que o Oriente Proximo foi o centro de domesticacdo do
gado taurino. O trabalho também demonstra fortes evidéncias da introgressao do zebu no
gado do Oriente Préximo, com cruzamentos e selecdo e possivelmente uma adaptacao para as
mudancas climéticas da regido.

De acordo com Troy et al. (38), todas as racas européias inclusive as britanicas,
tiveram a sua origem no Oriente Proximo ou mais especificamente na sua drea mais
ocidental, o denominado Crescente Fértil que teria sido o centro de origem dos taurinos
posteriormente expandido para a Europa. O outro evento teria ocorrido no Subcontinente
indiano, no Vale do Rio Indo, dando origem aos zebuinos. A andlise genética do DNAmt
revelou uma notdvel diferenga entre os dois haplotipos. Esses autores examinaram a variagao
na sequencia de DNAmt de 392 bovinos da Europa, Africa e Oriente Préximo e compararam
com dados de quatro bovinos selvagens extintos da Inglaterra. Identificaram quatro diferentes
haplétipos de Bos taurus. Um desses haplétipos predominou na Europa e € um dos trés
encontrados com grande freqiiéncia no Oriente Préximo o que evidencia a origem do gado
taurino europeu. Por outro lado, o gado africano mostrou pertencer a um haplogrupo
separado que raramente € encontrado em outros locais.

Cymbron et al. (43) supde que no continente europeu, a migracao tenha ocorrido a partir
do Oriente, seguindo dois caminhos principais: a Rota do Danubio, expandindo-se pelas
planicies do norte e do centro da Europa e a Rota ao longo da costa do Mediterraneo.

De acordo com Gotherstrom et al. (23) com base nos dados de DNAmt e haplétipos do
cromossomo Y, a domesticagdo do gado no Oriente Proximo foi seguida de hibridizagdo com
machos auroques na Europa, o que deixou um “imprinting” paterno na composicdo genética
das racas modernas do norte e centro da Europa.

BOS PRIMIGENIUS TAURUS E B. PRIMIGENIUS INDICUS: UMA NOVA
CLASSIFICACAO?

Segundo Heindleder, Lewalski e Jenke (3), o tempo estimado de divergéncia entre
taurus e indicus € de 1,7 a 2,0 milhdes de anos atrds. A andlise completa da sequencia de
nucleotideos do DNAmt foi de 16.338 e 16.339 nucleotideos para taurinos e zebuinos,
respectivamente. O nimero de pares de bases do auroque (Bos primigenius) é o mesmo do de
taurinos (4). A andlise realizada por Heindleder revelou que as duas subespécies diferem
entre si em 237 posicdes. A andlise filogenética “combinada” de taurinos e zebuinos viventes
e do auroque, levou os autores a sugerirem uma nova denominacio para as duas formas de
gado domesticado: B. primigenius taurus para taurinos e B. primigenius indicus, para
zebuinos, como “status” de duas subespécies de bovinos.

Beja-Pereira et al. (9) com base na sequéncia de DNAmt de auroques italianos relatam
que os seus dados sdo compativeis com varios eventos de domesticacdo local na Europa e a
favor da hipétese da origem multipla do gado europeu. Algumas ragas domesticadas do
Oriente Préximo teriam sido introduzidas na Europa e provavelmente intercruzadas com
racas silvestres locais e também com o gado africano introduzido, formando uma importante
fonte de recursos genéticos. Entretanto as sequéncias de SNPs de cromossomo Y nao indicam
hibridizacdo entre o auroque europeu e o gado doméstico (13).

Negrini, Nijman e Milanesi (44) utilizando resultados de AFLP, enfatizando a
divergéncia entre ragas taurinas européias, indicando uma grande influéncia do gado Oriente
nas ragas italianas e hingaras.
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A ORIGEM E DOMESTICACAO DOS ZEBUINOS

A domesticacao dos zebuinos, segundo os estudos, teria ocorrido no Vale do Rio Indo
(hoje Paquistao) com difusdo pela India e s6 mais recentemente (hd menos de 3.000 anos)
teria sido introduzido na Africa pelos machos.

Como ja foi assinalado, a anélise do DNAmt tem demonstrado que taurinos e zebuinos
e taurinos europeus e africanos tiveram domesticacdes independentes. Os auroques do sul da
Europa aparentemente foram os que mais contribuiram na domestica¢ao dos bovinos.

O evento de domesticacio que deu origem aos zebuinos ocorreu no Sul da Asia
conhecido como Subcontinente indiano (hoje representado pela India, Paquistio, Bangladesh,
Nepal, Butdao, Maldivias e Sri Lanka). Provavelmente o Vale do Rio Indo, localizado nesta
regido, foi o centro de domesticacdo dos zebuinos na mesma época dos taurinos (4).
Entretanto a domesticacdo dos zebuinos aconteceu também no norte da Africa e na Europa,
atestada pelos esqueletos e pinturas das cavernas do Paleolitico.

A partir da utilizacio de dados moleculares vdrias racas bovinas da Asia e da Africa
comecgaram a ser analisadas, com o intuito de descobrir os progenitores do gado zebuino.
Todas as racas asidticas e africanas foram consideradas como zebuinos Bos indicus, com
excecdo da N'Dama, morfologicamente considerada como Bos taurus, existente em alguns
paises do Oeste da Africa como GaAmbia, Guiné, Guiné-Bissau, Nigéria e Senegal.

Segundo alguns autores a populacdo de zebu desenvolveu-se independentemente em
grupo separado no Neolitico (8 a 10 mil anos) no Baluquistao (hoje Paquistdo). A subespécie
de Auroque do sul da Asia (Bos primigenius nanadicus) seria a mais provavel progenitora
desse gado (39).

Outras evidéncias arqueoldgicas e genéticas sugerem que os zebuinos sdo resultantes de
um evento de domesticacdo do auroque (Bos primigenius) no sudoeste asidtico. Entretanto
uma domesticacio independente pode ter ocorrido no norte da Africa e no leste da Asia com
possibilidade de introgressdao local com o auroque silvestre. Embora as evidéncias
arqueoldgicas apontam com seguranga que a domesticagdo do zebu tenha sido no
subcontinente indiano, a origem geografica exata e a histéria filogenética do zebu
permanecem incertas (45). Estes pesquisadores, analisando o DNAmt, identificaram dois
diferentes haplogrupos (I1 e 12) no Subcontinente indiano (1) consistente com a hipétese de
que todo gado zebu teve origem nesta regido. Para o haplogrupo 11 foi sugerido que o Vale
do rio Indo (Indus Valley) que € uma sub-regido do Subcontinente indiano (2). Este local teria
sido o mais provavel centro de domesticagao dos zebuinos indicado também pelas evidéncias
arqueoldgicas. Outros apdiam que a subespécie Bos primigenius nanadicus habitou o sul da
Asia dando origem aos zebuinos (36).

A CLASSIFICACAO GENETICA DOS BOVINOS DA AFRICA

A origem do gado africano moderno € ainda controversa. No presente elas representam
um mosaico de morfologias bovinas com o zebu e com predominio de formas intermedidrias
referidas como “sangas”. Os sangas sdo uma mistura de gado taurino da Africa sem cupim e
de chifres compridos com o gado zebu introduzido na Africa nos dltimos milénios,
provenientes da Asia.

Os exemplos vivos de que o gado africano € um taurino na sua origem sdo as racas do
Oeste da Africa como a N'Dama da Guiné que nio teve qualquer influencia do gado zebu e
tem o seu DNAmt exclusivamente de Bos faurus. As representacdes pictéricas da Africa
mostram animais sem giba e os esqueletos encontrados nido tem evidéncias de animais
zebuinos. O gado com cupim sdo os migrantes mais recentes pois sO estiveram presentes na
Africa nos tltimos milénios por meio de machos (36). De acordo com Anderung et al. (46),
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inicialmente o gado africano domesticado era do tipo taurino. Hoje o gado africano € do tipo
taurino, zebuino e de seus cruzamentos. Foram identificados haplétipos de origem taurina e
zebuina, tanto no cromossomo X como no Y.

As racas bovinas africanas com cupim sdo classificadas como zebuinos, entretanto
devem ser diferenciados dois tipos: com giba tordcica, tipica dos nossos zebuinos e
classificadas como zebu e com giba cérvico-toricica classificadas como sangas. Os sangas
envolvem uma mistura do gado original africano sem giba e chifres longos com o gado zebu
com giba tordcica ou cérvico-tordcica de origem asiatica (47).

A partir da utilizagio de dados moleculares as racas bovinas da Africa e da Asia foram
analisadas, com o intuito de descobrir os progenitores do gado moderno. Todas as racas
asidticas e africanas foram consideradas como zebuinos Bos indicus, com exce¢ao da raca
N'Dama do Oeste da Africa (Gambia, Guiné, Guiné-Bissau, Nigéria e Senegal)
morfologicamente considerada como Bos taurus, juntamente com as européias e britanicas e
cujos descendentes sobreviveram gracas as adaptagcdes para a resisténcia a doencas como a
tripanosomiase e sofreram uma domesticacdo independente (44). Nas populacdes de Gambia,
a raca N'Dama tem haplétipos de DNAmt taurino e cromossomos Y zebuino (100%). Nas
populacdes de Guiné Bissau ha um polimorfismo de Y (19, 41).

A utilizacdo de sondas Y especificas (I6cus DYZ1) evidenciou a introgressao mediadas
por machos zebuinos nas populagdes de N'Dama ocorrida hd trés mil anos (19). Essa
introgressdo nas populacdes de gado africano também foram observadas na formagdo de
racas japonesas, coreanas ¢ da Mongolia (22).

Nas dltimas décadas, com a utilizacdo de dados cromossdmicos e moleculares uma nova
classificac@o dos bovinos africanos foi sugerida por Frisch et al. (47) (Figura 3), considerando
que quase nunca hd uma concordancia entre o tipo morfolégico (com ou sem cupim) e 0s
resultados dos marcadores de DNA (DNAmt taurino ou zebuino) e cromossomicos (Y
submetacéntrico ou acrocéntrico).

Zebu (giba toricica, Raca: Boran Leste da Africa
B. indicus | de zebuinos) B ca: > ™| Y:acroc. .
“taurindicus” DNAmt: taurino
Ragas: Sul da Africa
Sanga ( musculatura Africander >
A cervico-tordcica) | Tuli ’ Y: subm
B. taurus \ ut, DNAmt: taurino
Taurlngbafr1cano > Raga: N'Dama » | Oesteda Africa
(sem giba) Y: acro / submetac
DNAmt: taurino

Figura 3. Classifica¢do dos bovinos africanos modificado (47).

Nesta nova classificacdo, as racas do sul da Africa como o Tuli (Zimbébue) e o
AfricAnder (Africa do Sul) foram chamadas de sangas, identificadas como Bos faurus e nio
como Bos indicus como era anteriormente. Os sangas tem cromossomo Y e DNAmt taurino,
portanto com ancestrais zebuinos e taurinos ou seja resultantes do cruzamento entre machos
taurinos e fémeas zebuinas com giba. Nao apresentam cupim toricico caracteristico mas um
desenvolvimento da musculatura cérvico-tordcica nos machos.

As ragas africanas com cupim toracico tipico de zebuinos sdo classificadas como Bos
indicus (ou “taurindicus”). O exemplo é o Boran do Leste da Africa (Quenia), que € o mais
zebuino das ragas africanas com Y zebuino e DNAmt taurino.
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O Africinder e seus derivados como o Bonsmara e Belmond Red tem Y taurino e
DNAmt taurino.
A ORIGEM DO GADO CHINES

A andlise da sequencia do DNAmt do gado da China indicam uma grande diversidade
do gado chinés. Jia et al. (48) relatam que a proporcao de Bos taurus e Bos indicus no gado
chinés foi de 64,3 e 35,7%, respectivamente. De acordo com Lei et al. (49) o gado chinés
revelou sequéncias tanto de taurinos como de zebuinos e a domesticagdo teria ocorrido na
regido de Yunnan-Guizhou.

O CONCEITO DE SUBESPECIE PARA TAURINOS E ZEBUINOS

A classificacdo de Lineu distingue duas espécies de bovinos domésticos: o Bos indicus
com cupim e o Bos taurus sem cupim. Entretanto, a completa inter-fertilidade entre taurinos
e zebuinos levaram os autores a considerarem ambos como subespécies .

A maioria classifica taurinos e zebuinos como duas subespécies separadas, definindo
subespécie como “populagdes parcialmente diferenciadas dentro da espécie podendo diferir
em um certo nimero de caracteristicas e com padrdes de distribuicao geogréfica” (34).

De acordo com a FAO (50), a subespécie Bos taurus taurus é da Europa setentrional
(Norte) de clima temperado; sdo animais sem cupim, com chifres curtos, pele clara e pelos
longos e o Bos taurus indicus sdo animais das regides tropicais, com cupim, barbela
abundante e pregueada, pele pigmentada e solta, pelos curtos e finos. Essas duas formas de
bovinos divergiram em duas linhagens separadas, ha 1,7 a 2,0 milhdes de anos atrds, em uma
clara dicotomia, mostrada pelo DNAmt (35, 39).

O cupim, giba ou bossa, a principal caracteristica dos zebuinos, ¢ uma mistura de
musculo, gordura e tecido conetivo. O cupim pode ser tordcico (da 1°. a 9*. vértebra toracica)
ou cérvico-toracico ( da 6°. vértebra cervical a 5% vértebra tordcica), ndo se sabendo ao certo
a sua funcdo. Nos cruzamentos de zebuinos com taurinos o cupim quase desaparece na
descendéncia. Como exemplo, o gado girolando. As fémeas F1 sao desprovidas de cupim e
os machos podem apresentar musculatura mais desenvolvida na regido cérvico-toracica.
Nao existem pesquisas formais sobre a genética desta caracteristica. Aparentemente trata-se
de uma caracteristica monogénica recessiva ou poligénica com mais de um gene recessivo.

O CARIOTIPO DOS BOVINOS - O POLIMORFISMO DO CROMOSSOMO Y

A revisdo sobre o caridtipo dos bovinos por raga € uma tarefa complicada pois as
dezenas de trabalhos sobre a descri¢ao do cariétipo nao especificam a raga ou identificam a
origem da cultura de fibroblastos. Muitos sdo provenientes de animais taurinos europeus de
corte ou mesticos de frigorificos. Uma alternativa foi utilizar o Atlas de Cromossomos de
Mamiferos, publicado em 1967 para os taurinos e em 1968 para os zebuinos com a descri¢dao
(considerada definitiva) para os dois cariétipos (51).

A andlise dos cromossomos mitéticos mostrou um polimorfismo do cromossomo Y
entre as duas formas de bovinos, com centrdmero terminal (acrocéntrico) nos zebuinos e
mediano ou submediano (meta/submetacéntrico) nos taurinos. Dessa forma, o cromossomo Y
pode ser considerado como um marcador diferencial entre essas duas subespécies. A anélise
detalhada dos cromossomos € muitas vezes realizada quando h4 interesse desse estudo para
saber a origem da raga ou na identificacao de translocacdes equilibradas como a 1/29.

Pouco se conhece sobre a relagdo do Y e problemas de infertilidade nos bovinos como
as microdelecdes, por exemplo. O SRY (regido do cromossomo Y responsdvel pela formacao
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de testiculo). Nos taurinos estd localizado na por¢ao distal do braco longo e nos zebuinos na
porcao distal do pequeno brago curto. Nos humanos esta localizado no brago curto.

O CARIOTIPO ULTRA-ESTRUTURAL DOS BOVINOS - O COMPLEXO
SINAPTONEMICO (CS) POR MICROSCOPIA ELETRONICA

O caridtipo ultra-estrutural é aquele resultante de uma técnica citolégica que se baseia
na analise dos cromossomos na meiose. Com 1isso s6 € possivel visualiza-lo a partir de células
germinativas utilizando microscopia eletronica. Todavia isso ndo impede de inferir o cariétipo
comum (de células mitéticas) a partir do caridtipo ultra-estrutural.

Durante a meiose I da divisao celular, cada cromossomo tem um parceiro (homoélogo).
O processo de pareamento dos homodlogos acontece durante o estigio de paquiteno e €
denominado sinapse. Esta requer, para a sua formacdo, uma estrutura protéica, denominada
complexo sinaptonémico (CS). Como nessa fase os cromossomos estdo bastante
desespiralizados, é possivel uma andlise da sua estrutura, dai o nome de cariétipo ultra-
estrutural. A sinapse sO acontece quando ocorrer homologia, portanto os individuos
resultantes do cruzamento entre duas diferentes espécies a sinapse nao acontece e a posterior
disjuncio dos homélogos é desorganizada, levando a esterilidade dos hibridos. E o que
acontece com o produto resultante do cruzamento entre duas espécies diferentes (Equus
caballus X Equus asinus) dando origem ao burro e a mula.

No caso do cruzamento entre duas subespécies como o B. taurus X B indicus esta
andlise revelou diferengas no CS dos machos com um elevado grau de anormalidades de
pareamento na meiose (52-54). Dollin, Murray e Gilles (53) analisam o CS dos produtos de
cruzamento Brahman X Hereford e detectam que as anormalidades mais comuns foram

pareamento parcial, falha no pareamento e entrelacamentos.
AS ADAPTACOES DE TAURINOS, ZEBUINOS E SANGAS

Atualmente as racas de bovinos estdo agrupadas em trés subdivisdes: os taurinos que
sofreram o processo da adaptacdo e estdo ambientados a regides de clima temperado; os
zebuinos e o sanga africano adaptados as regides de clima tropical. Os taurinos compreendem
as racas continentais e britdnicas que se caracterizam por ndo possuirem cupim, chifres
geralmente curtos, pele clara e pelos longos. Os zebuinos foram adaptados a regides de clima
tropical, possuem cupim, chifres geralmente compridos, barbela abundante, pele pigmentada e
solta, pelos curtos e finos. Os Sangas originaram-se da hibridizacdo do zebu com ragas
taurinas africanas que foram introduzidas na Africa hd 2.000 a 3.000 anos e também sofreram
adaptagdes para o clima tropical. Pode ser distinguido do zebu puro por possuir cromossomo
Y taurino, giba menor localizada mais préxima ao pescogo (regido cérvico-toracica), barbela
abundante, orelha média, e pele pigmentada. Exemplos de alguns sangas africanos ou tipo
biologico africano existentes no Brasil sdo: Africinder, Tuli e Boran. O Africinder €
origindrio da Africa do Sul, chifrudo com variedade mocha, chifres compridos saindo para
baixo ou para trds. A pelagem é vermelha nas suas vérias tonalidades com cromossomo Y
taurino. Os machos chegam a pesar 1.000 kg. O Tuli, com cromossomo Y zebuino, é
origindrio do Zimbdbue (Sul da Africa) e o Boran da Somélia e Etiépia.

Outros destaques nas propriedades dos zebuinos sao: a baixa taxa de metabolismo basal,
a maior atividade das glandulas sudoriparas e maior resisténcia ao calor, aos ecto e endo
parasitas. Quanto ao comportamento, hd uma maior tendéncia a dispersdo nos taurinos e
ajuntamento nos zebuinos quando sio colocados em espago aberto, bem como diferengas na
emissdo do sons vocais.

EXISTEM ZEBUINOS “PUROS” NAS AMERICAS?
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Marcadores de DNA mitocondrial foram utilizados por Meirelles et al. (55) para
verificar a influéncia das racas taurinas na formacdo dos zebuinos na América do Sul e
também na raca Brahman nos Estados Unidos. Estes ultimos apresentaram DNAmt
exclusivamente de taurinos (e em menor escala, o nelore e o gir). Isso indica que na formacao
do Brahman houve cruzamento absorvente de machos zebuinos com fémeas de origem
taurina. A sequéncia completa do DNAmt da raca Brahman foi analisada por Qu et al. (17)
mostrando que haplétipos taurinos de gado de corte europeu estavam presentes em 90% do
genoma desta raga.

Com isso podemos afirmar: nem sempre € perfeita a associacdo: presenca de cupim =
DNAmt zebuino + Y zebuino ou auséncia de cupim = mtDNA taurino + Y taurino.
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ALTERACOES SENIS DO ENCEFALO DE CANINOS - ASPECTOS
IMAGINOLOGICOS

Viviam Rocco Babicsak'
Luiz Carlos Vulcano?

RESUMO

Estudos relacionados a verificagdo das alteracdes senis no encéfalo de caes t€m se tornado de
grande importancia devido ao crescente atendimento médico de caninos idosos. A
determinacdo dos achados encefdlicos em um processo normal de senilidade possibilita a
identificacdo de anormalidades durante o mesmo. Na condicdo normal desse processo,
observa-se reducao volumétrica de diversas regides encefdlicas associada ao alargamento dos
sulcos cerebrais; discreta a moderada dilatacdo dos ventriculos laterais; diminui¢do na altura
do hipocampo e alargamento dos cornos temporais. Redu¢do da atenuagdo das substancias
branca e cinzenta, assim como, alteragdes de intensidade, também podem ser observadas nas
imagens encefdlicas por tomografia computadorizada e ressondncia magnética,
respectivamente, de individuos idosos. Nessa ultima modalidade de imagem, dareas
hiperintensas na sequéncia T2 e hipointensas em T1 foram descritas no encéfalo de humanos
e caninos, respectivamente. Nestes pacientes, um aumento da frequéncia destas lesdes ocorre
conforme o avanco da idade.

Palavras-chave: cdo, encéfalo, envelhecimento, ressoniancia magnética tomografia
computadorizada.

AGING CHANGES OF CANINE BRAIN - IMAGING ASPECTS
ABSTRACT

Studies related to the verification of the aging changes in the brain of dogs became very
important due to the growing medical care of elderly dogs. The determination of the findings
in a normal aging brain enables the identification of abnormalities in this process. In normal
condition, there are volumetric reduction of several brain regions associated with widening of
cerebral sulci; mild to moderate dilatation of the lateral ventricles; reduction in the height of
the hippocampus and enlargement of the temporal horns. Decrease in the attenuation of white
and gray matter as well as changes in intensity can also be observed in the brain images by
computed tomography and magnetic resonance imaging, respectively, in elderly patients. In
the latter imaging modality, hyperintense areas on T2-weighted and hypointense areas on T1-
weighted images have already been described in the brain of humans and dogs, respectively.
In these patients, an increase in the frequency of these lesions occurs with advancing age.

Keywords: aging, brain, computed tomography, dog, magnetic resonance imaging.
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ALTERACIONES SENILES EN EL. CEREBRO DE LOS PERROS - ASPECTOS DE
IMAGENOLOGICOS

RESUMEN

Estudios relacionados con la verificacion de las alteraciones seniles en el cerebro de los perros
se han tornado muy importantes debido a la creciente atencién a la salud de los perros de edad
avanzada. La determinacion de los hallazgos normales durante el proceso de envejecimiento
permite la identificacién de alteraciones durante el mismo. En la condicién normal de este
proceso, se puede identificar reduccion volumétrica de varias regiones del cerebro asociado a
ensanchamiento de los surcos cerebrales; leve a moderada dilatacion de los ventriculos
laterales; disminucién en la altura del hipocampo y ensanchamiento de los cuernos
temporales. En pacientes de edad avanzada es posible observar reduccion de la atenuacion de
la sustancia blanca y gris, asi como alteraciones de la intensidad en las imagenes cerebrales
utilizando la tomografia computarizada y la resonancia magnética, respectivamente. En esta
ultima modalidad de imagen se han descrito dreas hiperintensas en la secuencia T2 e
hipointensas en T1 en el cerebro de seres humanos y caninos, respectivamente. En estos
pacientes, ocurre un aumento de la frecuencia de estas lesiones con el envejecimiento.

Palabras claves: cerebro, envejecimiento, perro, resonancia magnética, tomografia
computadorizada.

INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida dos animais tem resultado em maior frequéncia de
pacientes idosos no atendimento das clinicas e hospitais veterindrios. Durante o processo de
senilidade ocorrem alteragdes da normalidade estrutural e funcional nos 6rgados e tecidos do
organismo. No sistema neuroldgico, essas alteracdes resultam em distirbios na habilidade
cognitiva que inclui elementos como inteligéncia, memdria, atengdo, funcdo executora e
capacidade visuoespacial (1). Nos caninos, as alteracdes cognitivas que mais ocorrem sao:
diminui¢@o na atividade fisica, distirbio no ciclo de vigilia e sono, desorienta¢do e perda do
treinamento doméstico (2). Frente a esses fatos, torna-se necessdria a verificagdo das
alteracdes senis por meio de modalidades de imagem de modo a possibilitar a diferenciacio
de processos normais e anormais, € identificar distirbios encefalicos, em consequéncia.

Essa revisdao de literatura abrange os achados no parénquima encefdlico de pequenos
animais, durante o processo de senilidade, visibilizados por meio de métodos imaginolégicos
como a tomografia computadorizada e ressonincia magnética. Alteracdes senis do
parénquima encefédlico de humanos também foram consideradas nessa revisdo, uma vez que
poucos estudos com animais foram realizados. Individuos da espécie canina ja foram
utilizados como modelos em algumas pesquisas humanas sobre senilidade devido as
semelhangas entre essas duas espécies, sendo assim, conclui-se que alteracdes encefdlicas
identificadas em humanos podem ser extrapoladas para os pacientes caninos.

DESENVOLVIMENTO

A atrofia cerebral, normalmente identificada em pacientes idosos, pode ser determinada
por meio da observacdo de dilatacdo ventricular e alargamento dos sulcos cerebrais, que
secundariamente apresentam-se preenchidos por liquido cerebroespinal. Em humanos, a
diminui¢do do volume tecidual ocorre inicialmente na substancia cinzenta, e tardiamente, na
substancia branca (3), sendo a redugdo desta primeira regido provavelmente secunddria a
atrofia neuronal (4) e o declinio desta dltima porcdo decorrente da desmielinizacdo e da
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diminui¢do do comprimento das fibras mielinizadas (5). No estudo de Kruggel (6), foi
verificado que, em humanos, 70% da atrofia cerebral total é decorrente da perda de volume da
substancia cinzenta, enquanto que, somente 30% ¢é secundario a diminuicdo de volume da
substancia branca. De acordo com o Ge et al. (7), a perda da substancia cinzenta comega a
ocorrer em torno dos 20 anos de idade em humanos, sendo linear e constante a reducao apds
essa idade. Com relacdo a substincia branca, esta apresenta um aumento de volume até a
idade de 40 anos e um decréscimo apds essa mesma idade. Comparando-se individuos
humanos com idade menor e maior que 50 anos, foi verificada uma diferenca significativa no
volume de substancia branca (7). Courchesne et al. (8), observaram redugao de 12% do
volume cerebral total nas mulheres em comparacio aos homens, porém, ndo foram
identificadas alteracdes entre os volumes da substancia cinzenta. Entretanto, no estudo de
Good et al. (9), a taxa de volume da substincia cinzenta foi maior em homens que em
mulheres.

Sandor et al. (10), avaliaram imagens tomograficas encefédlicas de 64 individuos
humanos saudaveis com idade entre 31 a 87 anos; a atrofia cerebral foi verificada no sulco e
giro interhemisféricos, ramo marginal do sulco cingulado, sulco central e pds-central, sulco
intraparietal e sulco parietoccipital. Foram visibilizadas atrofia mais pronunciada nos sulcos
central e pds-central na regido esquerda, e no sulco intraparietal na por¢dao direita. Neste
também foi identificado que a atrofia ocorreu primeiro no lobo parietal superior, e foi mais
pronunciada na regido direita (10). No lobo temporal, entretanto, a atrofia giral, quando
presente, ocorreu de forma mais evidente na porcdo esquerda (11). Nesse mesmo estudo, ndao
foi identificada atrofia na regido do lobo frontal, embora outros autores a tenham verificado
em estudos post-mortem. No entanto, os autores acreditam que a ndo verificagdo da atrofia do
lobo frontal ocorreu devido a falhas na metodologia (10). Segundo Beason-Held e Horwitz
(1), as regides parassagitais frontais, em conjunto com as temporais, sao as dreas corticais
mais afetadas na atrofia.

Segundo Tapp e Siwak (3), em caninos, a redu¢do da substincia cinzenta ocorre
bilateralmente nos giros frontal, orbital e ectosilviano; bulbo olfatério; e nicleo olivar
superior no tronco encefélico. Unilateralmente, a perda tecidual ocorre nos giros proreal,
silviano e suprasilviano; cerebelo e nucleos do tronco encefélico. A reducdo de volume
cerebral ocorre diferentemente em machos e fémeas uma vez que a diminuic¢ao do lobo frontal
ocorre de forma mais proeminente em machos, enquanto que, nas fémeas, essa reducao é mais
comumente observada nos lobos temporais.

Com relacdo a substincia branca, em caninos, a reducdo de volume se da de forma
extensa e bilateral, afetando a cdpsula interna (incluindo uma discreta por¢do do genu do
corpo caloso), tratos de substincia branca do cingulado anterior, € o dlveo do hipocampo. A
atrofia na cdpsula interna € mais observada em machos, enquanto que, nas fémeas, a perda
ocorre primariamente nos dlveos do hipocampo (3).

Resnick et al. (12), avaliaram imagens seriadas de ressonancia magnética encefdlica de
92 individuos humanos com idade entre 59 a 85 anos, realizadas no periodo de 2 ou 4 anos, e
observaram reducao tecidual das substancias branca e cinzenta. Apesar de parecer ter ocorrido
uma maior perda tecidual da substdncia branca em comparagdo com a cinzenta, ndo foi
identificada uma diferenca significativa entre os mesmos. Neste mesmo estudo, foi verificado
que os lobos frontais e parietais apresentaram uma maior vulnerabilidade a perda tecidual do
que os lobos temporais e occipitais. Avaliando-se a substincia cinzenta, foram observadas
alteracdes longitudinais nas seguintes estruturas: cortex cingular, insular, orbital, frontal e
parietal inferiores, e regides temporais mesiais, em menor extensao nessa ultima por¢do. Os
autores sugerem que a perda de tecido nesses locais pode ser atribuida as consequéncias
neurotoxicas da deposicao de amildéide que levam a uma apoptose neuronal, pelo menos,
parcial. A perda neuronal causada pela deposi¢dao de amildide € dada como um dos possiveis e
principais fatores de desenvolvimento da deméncia na doenca de Alzheimer. Resnick e
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colaboradores (12) acreditam que os individuos que apresentam alteragdes, em uma maior
taxa, na regido frontal orbital e temporal mesial, possuem uma maior vulnerabilidade a
doenca. Segundo Petersen et al. (13), hd uma significativa associac¢do entre a perda de tecido
do lobo temporal mesial, particularmente do hipocampo e cértex entorhinal, e a doenca de
Alzheimer.

A incidéncia de amiloidose cerebrovascular em cdes, no estudo de Borras, Ferrer e
Pumarolo (14) foi maior que a reportada em humanos idosos (15), sendo a leptomeninge e as
regides corticais frontais e temporais, as mais afetadas tanto em cées (16) quanto em humanos
(15). Segundo Head (17), em humanos e em caninos, o cortex pré-frontal € a regiao em que a
beta-amildide se deposita de forma mais precoce e consistente, enquanto que, o lobo occipital,
€ a porcao em que a deposicao de beta-amildide ocorre mais tardiamente (18). Com rela¢do ao
hipocampo e cerebelo, no estudo de Borras, Ferrer e Pumarolo (14), a deposi¢ao amiléide foi
verificada ocasionalmente nesses locais, enquanto que, no nucleo basal e tronco encefdlico, a
deposicdo amildide ndo foi observada em nenhum dos caninos (14). A deposi¢do beta-
amildide é comumente identificada tanto no processo de senilidade normal quanto patoldgica,
e de acordo com Colle et al. (19), ha uma significativa associacdo entre a extensdo da
deposicao de beta-amildide e a severidade dos distirbios comportamentais em caes.

A interacdo da beta-amildide com as células endoteliais resulta na angiopatia amildide
que causa uma vasoconstriccdo e uma consequente hipoperfusido cerebral cronica, além de
provocar danos na barreira hematoencefdlica (20). Dessa forma, Su et al. (21), realizaram um
estudo com o objetivo de identificar o volume cerebral vascular e a permeabilidade da
barreira hematoencefdlica por meio de um exame dinamico de ressonincia magnética
contrastada em 18 cdes da raca beagle com idade variando entre 4 a 15 anos. Uma lenta taxa
de decaimento da cinética intersticial, apds a administragdo do meio de contraste, sugeriu um
extravasamento do mesmo pela barreira hematoencefdlica. Neste estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas do indice de permeabilidade da barreira hematoencefélica
conforme o avanco da idade. No entanto, este fato pode ser decorrente da exclusdo de dreas de
atrofia cerebral. Apesar disso, segundo os autores, houve uma tendéncia do indice de
permeabilidade da barreira hematoencefdlica em aumentar de acordo com a idade. Neste
estudo, em um cdo de 6 anos de idade que apresentava dilatacdo ventricular ndo usual e
disfun¢@o na barreira hematoencefélica, foi identificada deposi¢ao amildide no cértex parietal
no exame post-mortem, fato que comumente € observado somente em beagles com idade
acima de 9 anos. Devido a auséncia de atrofia cortical nesse animal, os autores sugerem que
alteracOes na integridade da barreira hematoencefélica precedem a atrofia, podendo esta ser,
uma consequéncia precoce da senilidade cerebral.

Scahill et al. (22), mensuraram o volume cerebral total, temporal, hipocampal e
ventricular, por meio de avaliacdo de imagens seriadas de ressondncia magnética em 39
individuos humanos saudaveis, e observaram taxa anual de atrofia cerebral total similar, tanto
no estudo longitudinal (0,32%), como no transversal (0,33%), assim como o valor médio
anual de alteracio do volume ventricular (transversal: 521 mm?/ longitudinal: 650mm”). No
estudo longitudinal, as taxas de atrofia anual hipocampal e temporal foram de 0,82% e 0,62%,
respectivamente. Comparando-se os valores de atrofia antes e depois da idade de 70 anos, foi
constatada uma diferenca significativa somente para o hipocampo.

No estudo de Pugliese et al. (23), no qual as imagens cerebrais de ressondncia
magnética de 98 cides idosos de 27 racas diferentes foram avaliadas, foi identificado que o
hipocampo sofre uma grande reducdo volumétrica nesses animais, assim como em humanos,
podendo ser considerado um marcador precoce do processo de senilidade no parénquima
cerebral.

No entanto, apesar de diversos autores indicarem a atrofia do hipocampo, outros
revelam que ndo hd alteracdes no volume desse tecido durante a senilidade em humanos
(9,24). Segundo Szentkuti et al. (24), que estudaram o hipocampo de 13 individuos humanos
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jovens e 22 idosos por meio de exames de ressonancia magnética volumétrica, por difusio e
com espectroscopia, as alteragcdes em hipocampo sdo predominantemente metabdlicas que
volumétricas.

Estudos humanos que avaliaram o tdlamo também demonstraram resultados divergentes
uma vez que um revelou uma reducido volumétrica desta estrutura semelhantemente ao que
ocorre na substancia cinzenta (25), e outro, indicou ndo haver alteracdo senil significativa no
volume talamico (26). Com relagdo ao cerebelo, foi verificado que, este apresenta um
decréscimo volumétrico durante o envelhecimento, tanto de sua substiancia branca como
cinzenta, ambas de forma curvilinea. Dessa forma, uma diminui¢do volumétrica cerebelar
acelerada pode ser normal, fato que dificulta a diferenciacdo de processos senis normais e
patolégicos (27). Estudos relacionados ao tronco encefdlico apresentam resultados
divergentes. Enquanto um revela que o volume desta estrutura nio declina com a idade (28),
outro indica que o volume do tronco encefdlico diminui de acordo com a idade e de forma
quadratica, assim como ocorre com a substincia branca (27).

Os resultados dos diversos estudos sobre a reducdo volumétrica, realizados tanto em
cdes como em humanos idosos, estao dispostos no quadro 1.

Quadro 1. Quadro demonstrando as regides encefdlicas que sofreram um declinio de seu
volume durante o processo de senilidade nos diversos estudos realizados em humanos e
caninos.

Humanos Caes
sulco central e pos-central giro ectosilviano
sulco e giro interhemisféricos giro frontal
sulco intraparietal giro orbital
sulco parietoccipital giro proreal
ramo marginal do sulco cingulado giro silviano
cortex cingular giro suprasilviano
cortex insular bulbo olfatdrio
cortex orbital lobo frontal
cortex frontal inferior lobo temporal
cortex parietal inferior tratos de substancia branca do cingulado anterior;
regioes parassagitais frontais porcao do genu do corpo caloso
regioes parassagitais temporais capsula interna
regioes temporais mesiais hipocampo
talamo nucleos do tronco encefalico;
hipocampo cerebelo
tronco encefalico
cerebelo

O fluido cerebroespinal extraventricular pode ser considerado o elemento mais
importante na avaliacdo da atrofia cerebral uma vez que o aumento no volume ventricular
representa somente uma pequena parte do volume total (29). Matsumae et al. (29), realizaram
ressonancia magnética em 49 individuos humanos; jovens (grupo I), adultos (grupo II) e
idosos (grupo III), e as porcentagens do volume extraventricular foram calculadas para todos
os grupos. Com relacdo as mulheres, os valores encontrados foram de 6,36% no grupo dos
individuos jovens (1), 7,97% no grupo dos adultos (II) e 11,44% no grupo dos idosos (III). As
porcentagens obtidas para os homens foram as seguintes: 6,17, 8,13 e 13,56, para os grupos I,
II e III, respectivamente. Neste estudo, também foi identificado que em homens, o volume do
fluido cerebroespinal extraventricular € maior que nas mulheres, apesar da andlise estatistica
ndo ter indicado uma diferenca significativa entre os mesmos.
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Com relacdo ao volume de fluido cerebroespinal intracranial total, foi realizado um
estudo com intuito de se determinar seu percentual em individuos humanos, adultos e idosos,
por meio da avaliacdo de imagens tomograficas. Os valores do volume de fluido
cerebroespinal intracranial total encontrados em humanos, para cada década, da primeira a
nona, foram as seguintes, respectivamente: 7,281% + 0,522, 6,020% % 0,359, 6,108% +
0,214, 6,340% + 0,218, 7,443% + 0,265, 8,309% + 0,287, 9,011% + 0,316, 11,681% + 0,747
e 14,200% + 0,841. Neste estudo, foi constatado um aumento significativo das porcentagens
do volume de fluido cerebroespinal intracranial total apds a sexta década de idade,
considerado secunddrio a atrofia cerebral decorrente do processo de senilidade (30).

Um estudo similar foi realizado por Matsumae et al. (29), no entanto, a mensuracao foi
realizada por meio de imagens de ressonancia magnética, que proporciona resultados mais
fidedignos, uma vez que pela tomografia computadorizada hd uma dificuldade em diferenciar
fluido cerebroespinal extraventricular do tecido cerebral. A justificativa para isso € a
existéncia de artefatos decorrentes do 0sso craniano e a menor resolucdo e contraste das
imagens tomograficas em comparagcdo com a ressonancia magnética. Neste estudo, em que a
ressonancia magnética foi realizada em 49 pacientes humanos jovens (grupo I), adultos (grupo
IT) e idosos (grupo III), foi constatado um aumento do volume de fluido cerebroespinal
intracranial total de acordo com o avango da idade, sendo considerado mais pronunciado entre
o grupo dos individuos de meia idade e idosos. As porcentagens aproximadas relacionadas ao
volume de liquido cerebroespinal encontradas nas mulheres deste estudo foram: 7,56%,
9,57% e 13,86%, nos grupos I, II e III, respectivamente. Enquanto que, nos homens, os
valores encontrados foram 7,48% no grupo I, 9,25% no grupo II e 15,93%, no grupo III. O
valor médio de aumento do volume de fluido cerebroespinal total anual encontrado neste
estudo foi de 3,4 cm’ em homens e 2,5 cm’ em mulheres.

O aumento do volume de fluido cerebroespinal ventricular também € um fator
comumente identificado em individuos idosos, no entanto, uma condi¢do severa esta
geralmente relacionada a uma doenca (1).

No estudo de Borras, Ferrer e Pumarolo (14) foi identificada alta frequéncia de dilatacao
ventricular, discreta a moderada, em cées idosos (60%), sendo esta verificada constantemente
em animais acima de 14 anos de idade. O aumento das dimensdes do sistema ventricular é
originado possivelmente em consequéncia da perda de tecido neuronal, uma vez que, nesse
mesmo estudo foram encontrados satelitose e neuronofagia, principalmente em cortex
cerebral frontal e tdlamo dorsal.

No estudo de Scahill et al. (22), em humanos, foi identificada aceleracdo na taxa de
aumento ventricular, entretanto, como neste estudo nao foi verificada alteracdo ou diferenca
significativa das taxas de perda de volume tecidual, constatou-se que ndo somente a atrofia
cerebral justifica o aumento ventricular conforme o avango da idade.

No estudo longitudinal de Su et al. (31), no qual alteracdes estruturais cerebrais foram
investigadas na ressonancia magnética de 47 cdes da raga beagle em um periodo de 3 anos, 26
de 47 (55,3%) animais apresentaram dilatacdo ventricular, comparando-se as imagens do
segundo ano em relagdo ao primeiro, e 35 de 41 caes (85,37%) apresentaram maior didmetro
ventricular no terceiro ano do estudo.

A avaliagdo de 140 pacientes humanos submetidos a tomografia computadorizada em
um hospital em Massachusetts revelou que o terceiro ventriculo ndo € visibilizado ou
apresenta pequenas dimensdes em individuos com idade inferior a 40 anos, entretanto, este
pode ser prontamente e claramente identificado em pessoas com 50 anos de idade (32).

Gonzdles-Soriano et al. (33), realizaram avaliacdo post-mortem do sistema ventricular
de 47 caes da raca pastor alemdo adultos e idosos, e constataram significativa alteracao das
dimensdes da maioria das estruturas do sistema ventricular entre os dois grupos de animais,
porém, ndo identificaram diferenca na largura do terceiro ventriculo. A justificativa para esse
fato pode ser a existéncia de sistema de drenagem do liquido cerebroespinal nessa altura.
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Nenhuma diferenca relacionada as dimensdes do sistema ventricular entre machos e fémeas
foi observada.

Pugliese et al. (23), identificaram em imagens de ressonancia magnética, dilatagdo
ventricular mais severa em animais mesaticefalicos e braquicefélicos, possivelmente devido a
sua predisposi¢do genética em desenvolver essa caracteristica. A partir dos resultados do
estudo, os autores propuseram a utilizacdo de uma tabela para a classificacdo de atrofia
cerebral, por meio da avaliagdo visual, em escores que variam de 0 a 4 (figura 1). No escore 0
desta tabela, ndo se verifica a presenca de nenhuma alteracdo. No escore 1, observa-se uma
dilatacdo ventricular, que, no escore 2, € identificada em associagdo a um alargamento dos
sulcos cerebrais. Na classificacdo 3, todos os itens anteriores s@o verificados em conjunto com
uma diminuicdo da altura do hipocampo, e no escore 4, todas essas alteragdes sdo
visibilizadas em associacdo a um aumento da largura do corno temporal. Esses itens avaliados
na classifica¢do evoluem proporcionalmente conforme o escore de atrofia cerebral.

Dolicocephalic dogs
Score 2

Score 4

Score 1 Score 3

Mesaticephalic dogs
Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Brachycephalic dogs
Score 2 Score 3 Score 4

p - ' - _
Figura 1. Imagens de ressonincia magnética do parénquima cerebral de ciaes com diferentes
conformagdes cranianas (A-dolicocefdlicos, B-mesaticefdlicos e C-braquicefdlicos) na
sequéncia T1-weighted, ilustrando a dilatacdo ventricular (seta continua), alargamento dos
sulcos cerebrais (seta em tracados), diminui¢do da altura do hipocampo (cabega de seta) e
aumento da largura do corno temporal (seta larga). Fonte: Pugliese et al. (23).

e’

Com relagdo aos valores médios de atenuacdo, em unidades Hounsfield (HU), nas
imagens tomogréficas em humanos, ha diminui¢@o destes, tanto na substincia cinzenta quanto
na branca; a reducio da primeira substancia ocorre predominantemente no cortex frontal e
temporal, e da dltima, particularmente em regido frontal (34). A diminuicdo da atenuacio na
substancia cinzenta € resultante de uma perda de densidade sindptica, que ocorre normalmente
no processo de senilidade, devido a uma redug@o da perfusdo cerebral (35). A reducdo dos
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valores na substancia branca (leucoaraiose) ocorre em decorréncia de degeneracdo axonal
anterdgrada, que apresenta uma correlagdo direta com a atrofia cerebral. Alteragdes vasculares
isquémicas, principalmente em individuos com hipertensdo, também podem contribuir e
acentuar o processo de leucoaraiose (36). Apesar da redug¢do de densidade da substancia
cinzenta e branca estar significativamente correlacionada com o avango da idade, este
primeiro elemento estd ainda mais associado (34).

Em humanos, alteragdes no sinal do parénquima cerebral também podem ser
identificadas no exame de ressonancia magnética. Neste, dreas hiperintensas podem ser
observadas tanto em regido periventricular como na porc¢ao profunda da substancia branca na
sequéncia T2-weighted. Esse primeiro tipo de intensificagdo pode ser encontrado em regiao
frontal ou occipital as margens ventriculares ou em todo o redor desta estrutura como um fino
trajeto linear. Esta hiperintensidade periventricular possivelmente € decorrente de uma ruptura
do epéndima ventricular, o que resulta em um aumento no conteido de dgua na mielina
adjacente, provocando desmielinizagdo e gliose. Neste tltimo tipo, uma hiperintensidade pode
ser observada como uma 4rea difusa (geralmente em hipertensivos) ou focal puntiforme em
regido subcortical. Esta, que representa a gliose, desmieliniza¢do e atrofia dos axdnios e
mielina adjacente as estruturas vasculares, apresenta possivel origem isquémica (1). Essas
hiperintensidades, que aumentam em frequéncia conforme a idade, foram verificadas por
Meyer, Kawamura e Terayama (37), em 30% da populacdo humana com idade acima de 60
anos.

Awad et al. (38), avaliaram imagens de ressondncia magnética de 240 pacientes
humanos de diversas idades (variando de 5 a 82 anos), e também encontraram 4areas focais
hiperintensas parenquimatosas na sequéncia T2-weighted. Essas, que ndo podem ser
identificadas em imagens tomogréficas, nem mesmo de boa qualidade, foram verificadas em
22% dos individuos com idade entre O e 20 e entre 21 a 40 anos, em 51% dos pacientes com
41 a 60 anos e 92% dos individuos com mais de 60 anos neste estudo. Uma prévia historia de
isquemia cerebral em individuos com mais de 50 anos foi associada a um aumento na
incidéncia dessas lesdes. Nestes pacientes, as imagens foram visibilizadas em multiplas
confluentes dreas bilateralmente. Em humanos com histérico de hipertensdo também foi
observado um aumento na frequéncia dessas lesdes, que geralmente apresentaram-se como
multiplas e ndo confluentes. Outro fator relacionado com a incidéncia e a severidade dessas
lesdes € a idade, uma vez que essas dreas foram visibilizadas em 33 pacientes idosos
participantes deste estudo, sem histérico de hipertensdao, doenca cerebrovascular, diabetes
mellitus, doenga coronariana e deméncia.

Em caes, alteracdes de intensidade nas imagens encefdlicas por ressonancia magnética
também ja foram observadas. No estudo de Su et al. (31), lesdes cavitérias hipointensas foram
verificadas na sequéncia TI1-weighted na ressonancia magnética de cdes beagles,
representando infartos lacunares e cistos, que podem estar relacionados a alteracdes
cerebrovasculares ou neurocisticercose, respectivamente, se menores que 1 cm de diametro,
ou infartos, em casos de lesdes com diametros maiores que as descritas anteriormente (figura
2). Estas alteragdes que apresentaram limites pouco definidos e bordos irregulares resultaram,
em alguns casos, em um discreto efeito de massa negativo. No segundo ano deste estudo
longitudinal, essas lesdes foram visibilizadas em 12 de 47 dos caes (25%), enquanto que, no
terceiro e ultimo ano, essas alteracdes foram identificadas em 22 de 41 animais (54%). Essas
lesdes foram visibilizadas em maior frequéncia, no dltimo ano do estudo longitudinal, nas
seguintes dreas, em ordem decrescente: nucleo caudato, cértex frontal, cértex cerebral
(incluindo as outras regides), bulbo olfatério e tdlamo. No segundo e terceiro anos do estudo,
foi verificado que mais de 76% das lesdes estavam localizadas em coértex frontal e nicleo
caudato. A razdo para a ocorréncia nessa primeira regido € a deposi¢ao de beta-amildide que
ocorre mais frequente e precocemente nessas por¢des em comparagdo a outras dreas corticais
e subcorticais (18). Com relacdo ao nicleo caudato, essas lesdes ocorrem em uma maior
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frequéncia nessa regido possivelmente devido a existéncia de uma rede neural extensa entre
cortex frontal e as regides tdlamo-caudato (39).

Figura 2. Imagens de ressonancia magnética, na sequencia T1-weighted, demonstrando a
presenca de lesdes cerebrais hipointensas em caes idosos: infartos lacunares (seta continua) e
grandes infartos (seta em tragados). Fonte: Tapp e Siwak (3).

CONSIDERACOES FINAIS

Diversas alteracOes resultantes do processo de senilidade podem ser identificadas no
parénquima encefélico de individuos caninos e humanos, tais como, a redugcdo volumétrica
tecidual, que estd associada ao alargamento dos sulcos cerebrais, dilatacdo dos ventriculos
laterais, diminui¢do da altura do hipocampo e alargamento dos cornos temporais. Altera¢des
de densidade tomogréfica ou de intensidade na ressonincia magnética também podem ser
identificadas, e geralmente estdo relacionadas com origem isquémica. Devido 4 divergéncia
de resultados e a escassez de pesquisas sobre a senilidade nos animais, torna-se necessaria a
realizacdo de mais pesquisas para a determinagcdo de achados mais consistentes, tanto na
medicina como na medicina veterindria.
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RESUMO

O acimulo de material purulento no interior da pelve renal dilatada constitui a pionefrose. O
reconhecimento e tratamento precoce dessa doencga sdao elementos fundamentais na evolugdo
favoravel do paciente. A ultrassonografia é considerada um método primordial no auxilio a
determinacdo do diagnodstico. Neste relato descrevemos os achados ultrassonograficos
encontrados em um canino com pionefrose.

Palavras-chave: ultrassonografia, pionefrose, canino.

CONTRIBUTION OF THE ULTRASONOGRAPHIC METHOD IN THE
DIAGNOSTIC OF PYONEPHROSIS IN A CANINE

ABSTRACT

The accumulation of purulent material within the dilated renal pelvis characterizes
pyonephrosis. The early recognition and treatment of this disease are essential elements in the
favorable evolution of the patient. Ultrasound is considered a primordial method in the aid
to the diagnostic determination. In this report we describe the sonographic findings found in a
canine with pyonephrosis.

Keywords: ultrasonography, pyonephrosis, canine.

CONTRIBUCION DEL METODO ECOGRAFICO EN EL DIAGNOSTICO DE
PIONEFROSIS EN CANINO

RESUMEN

La acumulacién de material purulento dentro de la pelvisrenal dilatada caracteriza la
pionefrosis. El reconocimiento y tratamiento precoz de esta enfermedad son elementos
esenciales en la evolucion favorable del paciente. La ecografia es considerada un método
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primario en el auxilio de la determinacién del diagndstico. En este informe se describen los
hallazgos ecograficos en un canino con pionefrosis.

Palabras clave: ecografia, pionefrosis, canino.
INTRODUCAO

A pionefrose se caracteriza por um actimulo de células inflamatdrias e epitélio renal no
interior do sistema coletor renal dilatado (1). Esta doenga pode ser originada a partir de uma
hidronefrose em associacdo a uma infeccao ascendente secunddria, de uma pielonefrite em
conjunto com uma obstru¢do urindria (2) ou ainda por disseminagdo bacteriana via
hematdgena (3).

Individuos de ragas pequenas sdo geralmente os mais acometidos por pionefrose,
entretanto, a verificacdo dessa caracteristica ndo pode ser levada em conta na determinagdo
desta afeccdo uma vez que a hidronefrose, doenca classificada como o principal diagnéstico
diferencial, também afeta, com uma maior freqii€ncia, animais de racas pequenas (2).

Com relagdo a idade dos animais acometidos por pionefrose, esta € considerada menor
em comparacdo daqueles afetados por hidronefrose. A idade média dos individuos com
pionefrose é de 7,6 anos, enquanto que, nos casos de hidronefrose, a idade média é de 9,1
anos (2).

O exame clinico de individuos humanos acometidos por essa afeccao geralmente revela
a presenca de massa abdominal e hipertermia (4), no entanto, algumas vezes, os pacientes
podem ser considerados assintomaticos (3). Anormalidades como pidria e hematdria também
podem ser encontradas em humanos com pionefrose. Com relacdo aos exames laboratoriais,
podem ser detectados aumento na concentracdo de enzimas renais (uréia e creatinina) e
leucocitose por neutrofilia (4).

O diagnéstico geralmente € realizado a partir dos achados clinicos e ultrassonograficos
(1). O diagnéstico dessa afeccdo e o diferencial para hidronefrose devem ser realizados
precocemente para que assim haja a possibilidade de se evitar sérias complicacdes como
destruicao renal, choque séptico (5), abscessos renais e perinéfricos (6).

O objetivo desse relato de caso é descrever a contribui¢do da ultrassonografia na
determinac¢do do diagndstico da pionefrose em um canino.

RELATO DE CASO

O animal do presente relato de caso refere-se a um canino sem raga definida, porte
médio, com trés anos de idade, apresentando acentuado abaulamento abdominal e
sensibilidade dolorosa a palpacdo. No exame ultrassonogrifico abdominal do paciente
observou-se liquido livre e uma estrutura com paredes definidas (0,31 centimetros de
espessura) e irregulares, devido a existéncia de prolongamentos teciduais com discreta
formacdo de sombra acustica posterior (mineralizagcdo), para o interior da mesma (Figura 1).
A estrutura que ocupava quase a totalidade do abdomen, apresentou um conteido altamente
ecogénico (Figura 2), sem sinais de vasculariza¢do ao recurso Doppler colorido, sugerindo se
tratar de uma colecdo liquida com acentuada celularidade. Em regido abdominal média,
lateralmente a direita, ndo foi visibilizada nenhuma estrutura com arquitetura renal habitual.
Esse fato associado a presenga de uma estrutura com prolongamentos de parede para o
interior da mesma (compativel com a imagem ultrassonogréafica de diverticulos renais) e a
existéncia de contetdo liquido em sua por¢do interna, indicaram que a estrutura abdominal se
tratava do rim direito com acentuada dilatacdo de pelve e compressdao do parénquima renal.
Devido a presenga de conteudo altamente ecogénico em seu interior foi sugerida a existéncia
de pionefrose. Posteriormente, o animal foi encaminhado para o setor de cirurgia de pequenos
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animais, onde foi realizado o procedimento cirdrgico o qual confirmou a presenca da
renomegalia direita. Foi realizada a drenagem cirtrgica de aproximadamente 3 litros de
conteido, que apresentava aspecto purulento e intensa degeneracdo celular a avaliacdo
laboratorial, com o auxilio de um aspirador por se tratar de um fluido viscoso, a fim de
facilitar a realizacdo da nefrectomia, posteriormente. O animal foi acompanhado por dois
meses apds a excisdo cirdrgica renal, sem nenhuma alteracdo clinica, laboratorial e
ultrassonogréfica identificada.

1 L 0.31cm|

Figura 1. Imagem ultrassonogréfica ilustrando o fino tecido circundando a estrutura (setas)
(A) e uma projecao tecidual com discreta formagao de sombra acustica posterior, originando-
se para o interior da pelve a partir da parede (seta) (B).

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica longitudinal ilustrando o contetido ecogénico da pelve
renal direita, que mensurou pelo menos 13,83 cm de comprimento e 14,33 cm de largura.

DISCUSSAO

A pionefrose, uma doenga que acomete raramente animais (2), € representada por um
acimulo de contetido purulento na pelve renal. O diagndstico dessa doenca é baseado nos
achados clinicos e na ultrassonografia (1), e deve ser realizado da forma mais precoce
possivel, uma vez que a rdpida intervencdo e instituicdo do tratamento sdo de extrema
importancia a fim de se evitar complicagdes (5).

O método imaginolégico mais utilizado no auxilio a determinacdo do diagndstico de
pionefrose € o exame ultrassonografico (1), uma vez que possibilita a avaliacdo do grau de
dilatac@o da pelve renal e da compressdo do parénquima renal. A forma severa dessa afeccao
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¢ a mais dificil de ser diagnosticada, uma vez que nesses casos ndo € possivel a observacao do
cortex renal devido a acentuada compressdo. Nesse grau de dilatagdo, é possivel somente a
visibiliza¢do de uma fina porcdo do tecido na periferia do 6rgdo, além de algumas imagens
lineares hiperecogénicas originadas do tecido renal se projetando para o interior da estrutura
(diverticulos), assim como observado no animal deste relato de caso (7).

O exame ultrassonografico também possibilita a avaliagdo da ecogenicidade do
conteddo presente na pelve renal. De acordo com a tabela elaborada por Coleman et al. (8) e
modificada por Choi et al. (2) (tabela 1), o conteido pélvico do animal deste relato foi
classificado como tipo 4, no qual hd um preenchimento completo da pelve renal por um
conteddo ecogénico. Embora a presenca de discretos ecos na pelve renal poder ser visibilizada
tanto em casos de pionefrose quanto em hidronefrose (9), um contetido do tipo 3, 4 ou 5 na
pelve renal, sugere a existéncia de pionefrose, como ocorrido nesse caso (8).

Tabela 1. Classificacdo elaborada por Coleman et al. (8) e modificada por Choi et al. (2)
baseada no aspecto ultrassonografico do contetido pélvico renal.

Classificacao Aspecto ultrassonografico da pelve renal
1 Contetido anecogénico
2 Conteddo anecogénico associado a presenga de alguns pontos ecogénicos
flutuantes
3 Contetido anecogénico com diversos debris ecogénicos na pelve renal (que

deslocam-se com o reposicionamento do animal)

Contetdo ecogénico (preenchimento completo)

Conteddo intensamente ecogénico com formagdo de sombra actstica posterior
(em decorréncia da presenga de contetido gasoso no interior da pelve renal)

4
5

O conteido ecogénico do animal aqui relatado apresentou indicagdes de alta
viscosidade uma vez que nao foi observada movimentacdo dos debris ecogénicos (10), o que
dificultou a determinacdo da natureza do mesmo. Um recurso complementar que auxiliou
nessa caracterizagao foi a avaliagdo em modo Doppler colorido, o qual demonstrou ndo haver
sinais de vascularizagdo, diferenciando a colecdo liquida de uma possivel massa, como o
carcinoma de células transicionais, que pode ser erroneamente sugerido em casos de presenca
de contetido do tipo 4 na pelve renal (8).

A ultrassonografia também pode ser utilizada para a avaliagdo de outras alteracdes que
frequentemente sdo encontradas em conjunto a pionefrose como a presenca de inflamacgado e
fluido peritoneal e retroperitoneal, que podem ser originados a partir da exsudagdo do rim
acometido (2). No estudo realizado por Choi et al. (2), a inflamacdo e fluido perinéfricos
foram observados em 11 de 18 cédes (61,11%). No entanto, em humanos esses achados sdo
raramente encontrados, podendo estar relacionado a um menor periodo de evolucio da
pionefrose até a determinacdo do diagndstico em comparacdo aos caninos. Na
ultrassonografia do animal deste caso foi observada uma discreta cole¢dao de liquido livre
abdominal, no entanto, durante o procedimento cirtrgico nao foi observada inflamacao
peritoneal e retroperitoneal. Dessa forma, acredita-se que o fluido foi originado por
compressao de vias linfaticas devido a extensa dimensao renal. Apesar do tempo longo de
evolucdo do crescimento abdominal, suspeita-se que a infec¢do tenha ocorrido tardiamente
uma vez que nao foram observadas altera¢des inflamatdrias perinéfricas ou retroperitoneais.

A ultrassonografia também permite a realizacao da puncio e drenagem pélvica renal de
modo percutaneo, sendo ttil tanto para o diagndstico quanto para o tratamento desta afecc¢ao,
sem a necessidade de anestesia dos animais, que pode se constituir em risco para os pacientes,
que geralmente ndo se encontram em um bom estado geral. No procedimento de puncido ou
drenagem, pela orientacdo da ultrassonografia, uma agulha hipodérmica ou um cateter €
inserido na pelve renal, ultrapassando a por¢cao mais espessa do parénquima a fim de se evitar
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extravasamento do conteido (11). A puncdo pélvica percutanea sob orientacdo da
ultrassonografia ndo foi realizada no paciente aqui relatado devido a existéncia de apenas um
fino tecido renal circundando o contetido, o que poderia resultar em extravasamento do fluido.
Devido a acentuada extensdo das dimensoes renais e a inexisténcia de tecido renal viavel, a
nefrectomia foi realizada.

CONCLUSOES

Por possibilitar a visibilizacdo da pelve renal e de outras possiveis alteracoes
concomitantes, a ultrassonografia é considerada uma importante modalidade na identificagcdo
e avaliacdo da pionefrose, e portanto, deve ser sempre realizada na suspeita dessa doenca,
cujo diagndstico precoce constitui um fundamental elemento na preveng¢do de possiveis
complicagdes.
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RESUMO

Este relato descreve surto de mannheimiose pneumdnica em rebanho ovino de criagdo
extensiva no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Destacam-se os sinais clinicos, achados
patoldgicos e bacterioldgicos compativeis com infec¢ao do trato respiratdrio inferior em duas
fémeas prenhes mesticas (Ile de france X Texel) submetidas a necropsia. Os exames
laboratoriais permitiram o diagnostico definitivo de mannheimiose pneumonica pela presenca
de Mannheimia haemolytica biotipo A, agente etioldgico da doenga. Foi ressaltada também a
importancia do teste de sensibilidade aos antimicrobianos como base para a instituicdo do
tratamento dos demais animais acometidos no rebanho. Este é o primeiro relato de surto de
infec¢do pulmonar por M. haemolytica em ovinos no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Mannheimia haemolytica, broncopneumonia, ovinos, regido sul do Brasil.

OUTBREAK OF OVINE RESPIRATORY MANNHEIMIOSIS IN SOUTHERN
BRAZIL

ABSTRACT

This report describes an outbreak of respiratory mannheimiosis in a herd of extensive
breeding sheep in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. We report the clinical signs,
bacteriological and pathological findings compatible with lower respiratory tract infection in
two pregnant females crossbreed (Ile de France x Texel) subjected to necropsy. Laboratory
tests allowed the definitive diagnosis of respiratory mannheimiosis by the presence of
Mannheimia haemolytica biotype A, the etiologic agent of disease. We also emphasize the
importance of antimicrobial susceptibility testing as the basis to the establishment of therapy
in other animals infected in the herd. This is the first report of an outbreak of pulmonary
infection by M. haemolytica in sheep in Rio Grande do Sul.

Keywords: Mannheimia haemolytica, bronchopneumonia, ovine, southern Brazil.
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BRASIL

! Doutorando do Programa de Pés-Graduacio da Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria (UESM).

2 Graduando do curso de Medicina Veterindria, (UFSM).

3 Doutorando do Centro de Biotecnologia Universidade Federal de Pelotas (UFPEL).

* Mestrando do Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Veterindria, (UFSM).

5 Professor do Programa de Pés-Graduagdo da Medicina Veterindria (UFSM), Av. Roraima, Campus Universitario, prédio
44, sala 5137, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil .Fone: (55) 3220 8107, Fax: (55) 3220 8257. Autor para
correspondéncia: agueda.vargas @ gmail.com.

Farias L. et al. Surto de mannheimiose pneumdnica em ovinos no Sul do Brasil. Vet. e Zootec. 2013 jun.;
20(2): 255-259.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 256

RESUMEN

Este reporte describe un brote de mannheimiosis néumonica en un rebafio de ovinos criados
bajo régimen extensivo en el estado de Rio Grande do Sul, Brasil. Destacan los signos
clinicos, resultados bacterioldgicos y patolégicos compatibles con infeccion respiratoria baja
de dos ovejas mestizas gestantes (Ile de France x Texel). Los exdmenes de laboratorio
permiten el diagndstico definitivo de mannheimiosis neumoénica provocada por Mannheimia
haemolytica biotipo A, el agente etiol6gico de la enfermedad. También se hace hincapié en la
importancia de las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos como base para el inicio
del tratamiento de otros animales afectados dentro del rebafio. Este es el primer reporte de un
brote de la infeccién pulmonar por M. haemolytica en el ganado ovino en Rio Grande do Sul.

Palabras clave: Mannheimia haemolytica, bronconeumonia, ovino, sur de Brasil
INTRODUCAO

Mannheimia haemolytica sao bactérias gram-negativas que possuem como habitat a
nasofaringe e tonsilas de ovinos saudaveis (1-2). Fatores predisponentes como mudangas no
clima, ambiente e manejo podem desencadear a mannheimiose pneumonica em ovinos (3). A
forma pneumonica € uma das doencas respiratorias de maior significancia para criatérios de
ruminantes em todo o mundo, gerando grandes perdas econdmicas (4).

Durante décadas o agente etioldgico foi dividido em dois biotipos, A e T, agrupados em
17 sorotipos de acordo com propriedades bioquimicas e testes de hemaglutinag¢ao indireta (5,
6). No entanto, enquanto o biotipo A permanece alocado no género Mannheimia, o biotipo T
foi reclassificado, considerado novo género denominado Bibersteinia trehalosi (7). Ambos os
biotipos sdo isolados das pneumonias em ovinos, apesar de diferencas de ocorréncias entre
regioes (4). Fatores de viruléncia tém sido identificados em linhagens de M. haemolytica,
como a endotoxina capaz de alterar a func@o dos leucécitos e a leucotoxina (LktA),
considerada a mais patogé€nica entre os fatores de viruléncia, devido aos danos causados aos
leucécitos no pulmiao de animais infectados (1). Infec¢des pulmonares agudas causadas por
essa bactéria sdo caracterizadas por resposta inflamatéria fibrinossupurativa e necroética,
decorrente da liberacdo de toxinas de M. haemolytica, citocinas liberadas pelos neutréfilos e
por outras células do processo inflamatério (8). No Brasil sdo escassos os dados sobre a
ocorréncia desta doenca em ovinos. Em 2007, estudo realizado no estado de Sao Paulo
verificou a presenca de M. haemolytica na mesma propor¢ao em ovinos sadios e portadores de
afeccao respiratéria (3). Em 2009 foi descrito surto de pneumonia em ovinos no estado de
Minas Gerais, no qual M. haemolytica foi identificada como agente etioldgico (9).

O presente relato tem como objetivo descrever os achados clinicos, patoldgicos e
microbiolégicos de surto de pneumonia em ovinos no Rio Grande do Sul, com &énfase no
diagnéstico microbiolégico, anatomopatolégico e no perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos como respaldo ao trabalho.

RELATO DE CASO

Relata-se dois casos de morte stbita em duas ovelhas prenhes em um rebanho de
mesticos Ile de France X Texel, composto por 96 ovinos criados extensivamente, situado na
regidao central do Rio Grande do Sul, Brasil. Exame clinico dos ovinos mostrou que os
animais apresentavam-se apaticos, com tosse, dispnéia, secre¢do nasal mucopurulenta
bilateral, hiperemia das narinas, salivacao excessiva, mucosas congestas e diarréia.
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Ap6s a manifestacdo dos sinais clinicos, realizou-se a coleta da secre¢do nasal
mucopurulenta com auxilio de suabe estéril, que foi encaminhado ao Laboratério de
Bacteriologia para andlise microbioldgica. Apds a morte do primeiro animal, este foi
submetido a necropsia e fragmentos de pulmio também foram enviados para cultivo
microbioldégico. Uma semana apds a morte do primeiro animal, ocorreu outro caso similar que
também foi submetido a necropsia e andlise microbioldgica.

Na necropsia, as alteragdes macroscopicas e microscopicas pulmonares foram similares
nos dois ovinos. Foi encontrada pequena quantidade de exsudato serofibrinoso na cavidade
tordcica. A pleura parietal mostrava coloracdo vermelho escuro, com fibrina e multiplas dreas
de adesdo a pleura pulmonar. O pulmiao apresentava aumento de volume, especialmente no
lado direito, com areas irregulares e de consolidagao pulmonar de tonalidade avermelhada ou
amarelo-acinzentada do parénquima na regido cranioventral. Na superficie de corte, foi
observado exsudato purulento nos bronquios e areas vermelho-escuras firmes, intercaladas
com dreas necroticas amareladas (Figura 1A). Microscopicamente, broncopneumonia
fibrinosa difusa grave e necrossupurativa foram observadas. Em certas dreas os alvéolos
estavam preenchidos com neutréfilos degenerados alongados, conhecidos como "células em
grdo de aveia", associados aos agregados cocobacilos basofilicos. Marcada pleurite fibrinosa
difusa também foi observada (Figura 1B).

Figura 1. Pulmdo ovino. A - Volume pulmonar aumentado do lado direito, com dareas
irregulares de consolidagao de tonalidade avermelhada ou amarelo-acinzentada do parénquima,
principalmente na regido cranioventral, e exsudato fibrinoso sobre a pleura pulmonar. B - Alvéolos preenchidos
com neutréfilos alongados degenerados associados com agrupamentos de bactérias basofilicas (seta). Obj. 40x.
Hematoxilina eosina.

Amostras de secrecdo nasal e fragmentos de pulmao foram enviadas para o laboratdrio
de bacteriologia e cultivadas em agar sangue acrescido de sangue ovino (5%) e MacConkey a
37°C por 48h. O micro-organismo foi classificado de acordo com as caracteristicas de cultivo,
morfo-tintoriais e bioquimicas (5) e submetido ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos
(10). A linhagem isolada foi liofilizada e enviada a Fundag¢dao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) para
confirmacao diagndstica.

Os resultados dos ensaios microbiolégicos confirmaram a presenca de Mannheimia
haemolytica, caracterizada pela FIOCRUZ como M. haemolytica biotipo A. No teste in vitro
de sensibilidade aos antimicrobianos, o isolado foi sensivel a penicilina, ampicilina,
azitromicina, enrofloxacina, eritromicina, estreptomicina, florfenicol, gentamicina, sulfazotrin
e tetraciclina. A morbidade da doenca foi de 25% neste rebanho e os 22 novos casos clinicos
foram tratados com tetraciclina intramuscular, na dose de 20 mg/Kg de peso vivo (PV)
durante 5 dias, e apresentaram recuperacio apds o tratamento.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A mannheimiose pneumoOnica causa sério impacto na ovinocultura (4). No entanto, sdo
escassos os dados na literatura nacional envolvendo esta enfermidade. No Brasil, os estudos
sdo pontuais, localizados principalmente na regido sudeste. Aradjo, Costa e Ecco (9)
descreveram a doenga em ovinos de Minas Gerais e Viana et al. (3) investigaram a ocorréncia
de M. haemolytica e Pasteurella multocida em ovinos sadios e doentes no estado de Sao
Paulo.

No presente relato € enfatizada a necessidade do diagndstico laboratorial para a correta
identificacdio do agente etiolégico e a realizacio de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, que permite nortear a terapia. O resultado dos testes bioquimicos concordam
com Janda e Mutters (5), sustentando que o género Mannheimia pode ser diferenciado
fenotipicamente do gé€nero Pasteurella pela ndo fermentacdo da manose e do género
Haemophilus por fermentar o manitol e das espécies de Actinobacillus por ser urease-
negativa. A linhagem identificada foi classificada como biotipo A, considerando a produgdo
de 4cido a partir da L-arabinose e a falha na fermentacdo da trealose, conforme Janda e
Mutters (5) e Lo (1). Embora Janda e Mutters (5) considerem o biotipo A associado aos
bovinos e o biotipo T (Bibersteinia trehalosi) associado aos ovinos, Lo (1) ressaltou que M.
haemolytica também causa doenga pulmonar em ovinos.

No presente relato o tratamento foi realizado utilizando a tetraciclina, com base na
sensibilidade do isolado mostrada no teste in vitro utilizando o método de difusdo em &gar.
Esse antimicrobiano também foi recomendado por Scott (11) e usado por Odugbo et al. (12)
em surto da doenca na Nigéria. A escolha do antimicrobiano respaldado pelo teste de
sensibilidade aos antimicrobianos aumenta as taxas de cura e reduz os riscos de pressao de
selecdo de bactérias multirresistentes nos criatorios.

Relata-se pela primeira vez surto de mannheimiose pneumonica em ovinos no Rio
Grande do Sul, Brasil.
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RESUMO

As aves sdo animais uricotélicos, ou seja, excretam o 4cido urico como produto final do
metabolismo do nitrogénio, este que é oriundo da alimentacdo ou do catabolismo do tecido
corporal. Considerada uma patologia metabdlica, a gota turica caracteriza-se pelo acimulo
anormal de cristais de 4dcido urico em duas maneiras distintas: gota articular e gota visceral.
Este trabalho relata um caso de gota trica visceral em tucano toco (Ramphastos toco),
diagnosticado por lesdes macro e microscopicas.

Palavras-chave: 4cido drico, gota trica, tucano toco.
VISCERAL GOUT URIC IN TOUCAN TOCO (Ramphastos toco)
ABSTRACT

Birds are uricotelic animals, they excret uric acid as the chief component of nitrogen
metabolism, which comes from the feeding or catabolism of corporal tissue. Considered a
metabolic pathology, uric gout is characterized by the abnormal accumulation of uric acid
crystals. Its occurrence is possible in two different ways: articular gout and visceral gout.
This present work reports a case of visceral gout on toucan toco (Rampastos toco), diagnosed
by gross anatomy and histopathology.

Keywords: uric acid, gout uric, toco toucan
GOTA URICA VISCERAL EN TUCAN (Rampbhastos toco)
RESUMEN

Las aves son animales uricotélicos, es decir, que excretan el 4dcido urico como producto final
del metabolismo del nitrégeno que proviene de la alimentacién o del catabolismo de los
tejidos corporales. Considerada una patologia metabdlica, la gota trica se caracteriza por la
acumulacion anormal de cristales de dcido urico de dos maneras distintas: gota articular y
gota visceral. Este trabajo reporta un caso de gota visceral en un tucdn (Ramphastos toco),

diagnosticada por lesiones macro y microscopicas.
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INTRODUCAO

Pertencente ao Género Ramphastos, a espécie toco, popularmente conhecida como
tucano toco € uma ave insignia da fauna Neotropical, que habita paisagens que vao desde
matas de galeria até cerrado. Possuem uma dieta variada, constituida por frutas carnosas,
sementes, pequenos artropodes e neonatos de outras espécies avidrias (1). As aves excretam o
acido drico, um metabdlito nitrogenado derivado das purinas, proveniente do metabolismo de
proteinas enddgenas e exdgenas (2). A demasiada quantidade de nitrogénio no organismo
pode suscitar um acimulo de dcido drico em varios tecidos corpéreos, quando deveriam ser
excretado pelos rins, fator que pode gerar hiperuricemia e gota turica (3). A gota urica
caracteriza-se como uma patologia metabdlica, uma vez que ocorre devido ao actimulo
anormal de cristais de 4cido tUrico nos tecidos viscerais e articulacdes. Geralmente esta
condicdo estd associada a fatores que reduzem a eliminacdo ou aumentam a producdo do
metabolito nitrogenado no organismo (4).

Esta doenca pode manifestar-se nas aves de forma articular, quando os cristais de dcido
urico acumulam-se dentro da cdpsula articular, ao seu redor ou em torno das bainhas
tendineas, ou entdo na forma visceral, que incide quando o nivel plasmético de acido trico
estd elevado e, consequentemente, ocorre depdsito de uratos no pericardio, figado, bago, rins
entre outros 6rgados (2). Os principais fatores predisponentes da gota sdo: dietas ricas em
proteinas e cdlcio, diminuicdo da circulagdo sanguinea, desidratacdo (5), defici€ncias
nutricionais (hipervitaminose D e hipovitaminose A), nefropatias (infec¢des bacterianas e
virais, insuficiéncia renal ou neoplasias), toxicoses (6), utilizagdo de aminoglicosideos,
diclofenaco (7) e hereditariedade (5).

RELATO DE CASO

O tucano toco, encontrado em terreno abandonado na cidade de Botucatu, foi
encaminhado pelo Corpo de Bombeiros para o Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres — CEMPAS — FMVZ, Botucatu. Segundo anamnese, o animal encontrava-se com
dispnéia, discreta abertura de asas e, ao exame externo, ndo foi constatada fratura, lesdo ou
trauma. Apresentava escore corporal acima do comum para a espécie. Municipes referiram-se
a ave como sendo de proprietdrio local. Nao foi realizado nenhum procedimento clinico ou
oferta de medicamento, uma vez que o animal veio a 6bito assim que chegou ao CEMPAS.
Dessa forma, a ave foi encaminhada ao Laboratério de Ornitopatologia da UNESP - FMVZ —
Botucatu, para necropsia e diagnéstico de causa mortis.

No decorrer da necropsia, notou-se intensa quantidade de gordura na cavidade
celomadtica, como ilustra a figura-1, principalmente envolvendo ventriculo, mesentério e
ovdrio. Este quadro pode ser oriundo de uma dieta incomum para espécie, uma vez que a ave
possivelmente ndo era de vida livre, tendo acesso facil ao alimento. As principais alteracdes
macroscOpicas observadas foram: intensa presenca de material esbranquicado, compativel
com &cido drico em saco aéreo e figado (Fig.1-A). Observaram-se pontos esbranquicados
parecidos com “p6 de giz” concentrados nas bordas dos sacos aéreos. Os drgdos afetados
foram avaliados individualmente e coletados para exame histopatolégico. Realizou-se puncio
do liquido pericérdico para andlise citoldgica, uma vez que se suspeitou da presencga de uratos
dissolvidos devido a sua coloragdo esbranquicada.
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Figural. Achados macroscépicos: A - abertura da cavidade celomética com presenca de dcido
urico em saco aéreo e figado. B - gordura em mesentério intestinal e presenga de acido trico
em pericardio.

Na andlise histopatoldgica, foram observadas discretas alteracdes no coragio,
principalmente em miocérdio e em regidc ventricular, devido a presenca de cristais de urato
envoltos por um material basofilico. No figado, verificou-se esteatose hepdtica e degeneracao
vacuolar. Os achados microscopicos compativeis com a gota udrica foram observados
claramente nos rins, que apresentaram degeneracdo tubular, caracterizada pela formacgao de
vacuolos gordurosos nas células tubulares e presenca de uratos na luz dos tdbulos,
descaracterizacdo glomerular com diminuicdo do limen capilar e hialinizac¢do estrutural, bem
como formacao de cristais de urato (Fig.2).

Figura 2. Histopatoogia renal: A - degeneragﬁotuulm formacdo de vactiolos gorra
(1) e glomérulos com estrutura modificada (2) — aumento de 10x, coloracdo HE. B - cristais
de uratos (3) — aumento de 20x, coloracao HE.

O exame citolégico revelou grande quantidade de cristais de urato entrelacados,
andlogos a malha de fibra de vidro, com pouca celularidade e calcificacdo, quando observado
em uma por¢do mais densa da ladmina (Fig.3-A). J4 em uma drea menos densa, como ilustra a
figura 3-B, notou-se presenca de hemadcias degeneradas e areas de calcificacao.

Copolla MP. et al. Gota trica visceral em tucano toco (Ramphastos toco). Vet. e Zootec. 2013 jun.; 20(2): 260-
263.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 263

Figura 3. Citologia de liquido pericdrdio: A — densa quantidade de cristais entrelagados,
auséncia de celularidade e calcificagdao - aumento de 10x, coloragdo HE. B — cristais em
menor quantidade e presenca de hemdcias em degeneracdo - aumento de 20 x, coloracdo HE.

CONCLUSAO

Com os achados macroscopicos, juntamente com os resultados dos exames
microscopicos, conclui-se que o processo principal encontrado no tucano toco foi um quadro
caracteristico de gota urica visceral.
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RESUMO

Os patdgenos isolados a partir da glandula mamadria, independente da mastite, clinica ou
subclinica, podem representar perigo a saide do consumidor. Existem mastites contagiosas e
ambientais, envolvendo um grande nimero de micro-organismos variando entre eles sua
importancia, tanto do ponto de vista epidemiol6gico como da patogenia. O presente relato
demonstra a participacdo do Geotrichum candidum na etiologia das mastites e discute
aspectos relacionados a sua ocorréncia.

Palavras-chave: aspectos epidemioldgicos, Geotrichum candidum, mastite subclinica,
bovino.

Geotrichum candidum AND THEIR IMPORTANCE IN MASTITIS
ABSTRACT

Isolated pathogens from mammary glands, regardless the type of mastitis, subclinical or
clinical, may be a hazard to consumer's health. There are contagious and environmental
mastitis with the involvement of a large number of microorganisms varying the importance
from the epidemiological view and pathogenesis. This report demonstrates the participation of
Geotrichum candidum in the etiology of mastitis and discusses aspects related to the
occurrence.

Keywords: epidemiological, Geotrichum candidum, subclinical mastitis, bovine.
Geotrichum candidum Y SU IMPORTANCIA EN LA MASTITIS
RESUMEN

Independientemente de la presencia de mastitis clinica o subclinica, los patégenos aislados de
la glandula mamaria puede poner en peligro la salud de los consumidores. Existen mastitis
contagiosas y ambientales, que involucran un gran nimero de microorganismos cuya
importancia varia, tanto desde el punto de vista epidemiolégico como de su patogenia. El
presente informe demuestra la participacion de Geotrichum candidum en la etiologia de la
mastitis y discute aspectos relacionados con su aparicion.

Palabras clave: epidemioldgica, Geotrichum candidum, mastitis subclinica, bovino.
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INTRODUCAO

Apesar da ampla variedade de micro-organismos isolados a partir da glandula mamaria,
ha patdgenos que, sdo predominantes, independente da idade do animal e tipo de mastite, quer
seja subclinica ou clinica. Todos, entretanto, interferem na qualidade de leite, e alguns deles
representam perigo a saide do consumidor por se tratarem de agentes de zoonoses.

Do ponto de vista epidemioldgico, considerando-se o micro-organismo causal, ha
mastites contagiosas e ambientais, sendo que no primeiro caso os agentes dependem do
animal, como estafilococos, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e Mycoplasma
spp. Os ambientais sdo encontrados no local de exploracdo dos animais como Streptococcus
uberis e dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, fungos, leveduras e algas, entre outros (1-3).

A ocorréncia de casos esporddicos de mastites por micro-organismos de origem
ambiental tem sido considerada como emergente, e as leveduras, fungos leveduriformes e os
filamentosos sdo os principais agentes envolvidos. A maioria dos casos ocorre sob a forma de
surtos localizados, muitas vezes relacionados com o tratamento com antimicrobianos por
periodo de tempo prolongado. Os principais géneros sdo Candida e Cryptococcus, além de
Geotrichum, Pichia e Trichosporum (4).

As leveduras sdo consideradas saproéfitas, tendo sido isoladas de tanques de
armazenamento de leite (5). Apesar deste fato podem estar presentes em amostras de leite
oriundas de animais com mastite (6-10).

O estudo etiologico de mastite bovina conduzido por Costa et al. (6) revelou o
envolvimento de leveduras em 3,65% das amostras positivas a prova do Tamis, de uma
grande amostragem pesquisada em 3.574 vacas em diferentes estagios de lactagdo
provenientes de 28 propriedades. O isolamento de Geotrichum candidum foi obtido em 1,09%
e 1,51% dos casos subclinicos e clinicos entre as 7902 e 850 amostras de leite examinadas
respectivamente (8). A sua presenca também foi relatada por Verma, Karla e Bhargava (11)
entre outros patégenos isolados de casos de mastite subclinica e clinica, da mesma forma que
Langoni et al. (12).

Entre outras leveduras, Bourtzi-Hatzopoulow et al. (13) verificaram a participacdo de
Geothricum candidum na mastite bovina, a partir de seu isolamento em casos clinicos da
doenca. Estudando a presenca de leveduras e outros fungos leveduriformes em casos de
mastite, Spanamberg et al. (4), isolaram diferentes espécies em 5.8% de 248 amostras
proveniente de propriedades de Passo Fundo no Estado de Rio Grande do Sul.

Estudo conduzido por Elango e Doraisamy (14) mostrou o isolamento de Geothricum
candidum em 3,7% dos 27 (10,39%) casos positivos de mastite por leveduras entre as 261
amostras de leite com mastite clinica examinadas. Nota-se que apesar dos resultados varidveis
quanto a participacao deste patdgeno nas mastites, este fato deve ser levado em consideragao,
pois vacas positivas podem servir como fontes de infec¢ao para outros animais.

Considerando-se a multipla etiologia nas mastites e a importancia do exame
microbiolégico para o diagndstico preciso de cada caso, para avaliacio dos aspectos
epidemioldgicos com relacdo aos fatores de risco em cada propriedade, também como para o
tratamento correto, estd se apresentando o presente relato.

RELATO DO CASO

Durante visita técnica em fazenda leiteira localizada no municipio de Sao Pedro, SP-
Brasil, para monitoramento da qualidade do leite, apds a realizagdo de procedimentos para
higienizacdo e antissepsia, colheu-se amostras de leite de todos os tetos de vacas positivas
com escore +++ ao CMT de 330 animais, perfazendo 119 amostras de leite. De um caso de
mastite subclinica isolou-se em meio dgar sangue ovino 8% em 48 horas, em estado puro e
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exuberante, colonias de coloracdo branco acinzentadas, imidas (Figura 1) e crescimento em
agar MacConkey (Figura 2). Microscopicamente ao Gram o micélio era septado e alguns
fragmentados dentro de artrésporos retangulares (artroconidea) (Figura 3). A caracterizacio
bioquimica foi realizada de acordo com Koneman et al. (15) sendo caracterizada como
Geotrichum candidum. Trinta dias apds obteve-se nova amostra de leite do mesmo teto, de
onde o micro-organismo foi reisolado também em estado puro, revelando o estado de portador
do animal, e de mastite cronica.

Figura 1. Geotrichum candidum em cultura de dgar sangue ovino 8%, mostrando colOnias
branco-acinzentadas, imidas, elevadas, 48 horas de incubagdo. Fonte: Nicleo de Pesquisa em
Mastite (NUPEMAS-FMVZ, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo).

Figura 2. Geotrichum candidum, em dgar MacConkey, 48 horas de incubacdo. Fonte: Nucleo
de Pesquisa em Mastite (NUPEMAS-FMVZ, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo).
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Figura 3. Geotrichum candidum apresentando micélios, artrésporos retangulares, Gram-
positivo, note-se que alguns artrésporos estdao dispostos em forma bulbosa, caracteristicos dos
fungos leveduriforme. Fonte: Nucleo de Pesquisa em Mastite (NUPEMAS-FMVZ, UNESP,
Botucatu, Sao Paulo).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

De acordo com a literatura, hd uma microbiota leveduriforme independente do estado
sanitdrio do ubere, e se houver fatores predisponentes, como o uso indiscriminado de
antimicrobianos, imunossupressdo ou lesdes no parénquima mamadrio, ocorrem alteracdes na
microbiota ocasionando processo inflamatério como resposta natural do tecido (16). Os
agentes envolvidos na mastite micdtica sdo considerados como ambientais, uma vez que
vivem no ambiente de criagdo dos animais, na pele dos tetos, maos de ordenhadores e em
varios substratos organicos (17). Pode ocorrer sob a forma de surtos ou como casos isolados
tanto na forma clinica como subclinica (12)

Geothricum candidum € uma levedura, queratinofilica, oportunista amplamente
distribuida na natureza, como no solo e forragem, entre outros locais, entretanto pode
ocasionar micose em animais € nos humanos (18). H4 poucos relatos incriminando este
patégeno como agente de mastite bovina, entretanto, apesar de com baixa ocorréncia estéd
entre os micro-organismos causadores de mastites subclinicas e clinicas (4, 6, 8, 11-14).

Samborski et al. (19), na Polonia, isolaram G. candidum em 2,8% de placentas de vacas
que abortaram. No entanto, existem apenas alguns relatos no mundo sobre sua incriminagao
na mastite clinica em bovinos e raros os achados de isolados na mastite subclinica. Mishra e
Panda (20) encontraram apenas um caso de G. candidum dos 135 casos de mastite clinica
estudados no Estado de Orissa, na India. Do mesmo modo, Costa et al. (6) detectaram apenas
uma amostra de leite de mastite subclinica positiva para G. candidum entre um total de 2078
de amostras analisadas.

Pode-se concluir que o envolvimento de G. candidum nas mastites bovinas € raro, mas a
sua presenca ndao pode ser negligenciada, principalmente nos casos cronicos de mastites
clinicas que ndo cedem aos tratamentos com antimicrobianos rotineiramente utilizados no
tratamento das mastites, devendo-se lancar mao do cultivo microbiano para elucidacdo da
etiologia e indicagdo de tratamento adequado, que considerando-se a cronicidade do processo
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e a dificuldade de se encontrar formulagdes anti-mastiticas para o tratamento especifico, o
ideal € o descarte do animal.
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SINDROME VESTIBULAR PERIFERICA C~ONGENITA ASSOCIADA A
MICROTIA EM CAO

Mariana Isa Poci Palumbo'

Jorge Piovesan Conti’

Maria Licia Gomes Lourengo3
Luiz Henrique de Aradjo Machado®

RESUMO

Descreve-se o caso de um cdo, sem raca definida, de 23 dias de idade com histérico de perda
de equilibrio e alteracdo anatdmica em orelha externa. Ao exame fisico observou-se o animal
apresentava microtia do lado direito associada a inclina¢do da cabeca e tendéncia a andar em
circulos para o lado direito. O c@o atendido n@o apresentava otite externa evidente, dor a
palpacdo das orelhas, nem histérico de meneios de cabeca, o que levou a exclusdo, de forma
presuntiva, da presenca de um quadro inflamatério ou infeccioso em orelha média ou interna.
Porém o animal apresentava microtia direita, possivelmente associada com a etiologia da
sindrome vestibular periférica.

Palavras-chave: neurologia, neonatologia, caes.

CONGENITAL PERIPHERAL VESTIBULAR SYNDROME ASSOCIATED WITH
MICROTIA IN A DOG

ABSTRACT

A mixed breed, 23 days old dog was presented due to loss of balance and a defect of the
external ear. Right microtia, head tilt and walking in right circles were observed on clinical
examination. History of headshaking, otitis externa, and pain on palpation of the ear were not
present, leading to the presumptive exclusion of middle-inner ear disease of either
inflammatory or infectious origin. However, the right microtia was probably associated with
the etiology of the peripheral vestibular syndrome.

Keywords: neurology, neonatology, dogs.

SINDROME VESTIBULAR CONGENITA PERIFERICA RELACIONADA CON
MICROTIA EN EL PERRO

RESUMEN

Se describe el caso de un perro criollo de 23 dias de edad con antecedentes de pérdida de
equilibrio y deformidad de una de las orejas. En el examen clinico se observé microtia del
pabelloén auricular derecho, inclinacién de la cabeza y tendencia a caminar en circulos en
sentido del reloj. El perro no presentaba otitis externa evidente ni dolor a la palpacion de las
orejas. No existian antecedentes de movimientos involuntarios de la cabeza, lo que llevo a la
exclusién presuntiva de un cuadro inflamatorio o infeccioso en el oido interno o medio. Sin
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embargo, la microtia de la oreja derecha posiblemente estaba asociada al sindrome vestibular
periférico.

Palabras clave: neurologia, neonatologia, perros.
INTRODUCAO

O sistema vestibular é responsdvel por detectar a posi¢cdo e o movimento do corpo no
espaco pela integracdo da informacao dos receptores periféricos localizados na orelha interna
(1). Um funcionamento normal do sistema vestibular € essencial para coordenar as respostas
motoras, movimentos oculares e a postura (2). A sindrome vestibular € comumente observada
na pratica clinica de pequenos animais (1) e resulta em uma sindrome clinica caracterizada
por inclinagdo de cabeca, andar em circulos, rolamento, alteracdo de equilibrio, nistagmo e
estrabismo posicional (3-5). As possiveis etiologias para a sindrome vestibular periférica
incluem: otite média-interna, neoplasias, pdlipos, traumatismos, sindrome congénita,
iatrogénica decorrente de limpeza 6tica, hipotireoidismo, ototoxicidade por aminoglicosideos
e sindrome vestibular idiopatica (5-7).

Existem relatos de sindrome vestibular congénita como malformacgdo tnica, porém nao
foram encontrados relatos de sindrome vestibular periférica congénita associada a microtia em
cdes na revisdo de literatura realizada. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho € relatar a
ocorréncia de sindrome vestibular periférica congénita associada a microtia em um cao sem
raca definida.

RELATO DE CASO

Foi atendido pelo Servi¢co de Clinica Médica de Pequenos Animais da FMVZ - UNESP,
campus de Botucatu, um cdo sem raca definida de 23 dias de idade com histérico de perda de
equilibrio e microtia do lado direito (Figura 1A), observados desde os cinco dias de vida. As
possibilidades de traumatismo, utilizacdo de medicamentos ou realizagdo de limpeza das
orelhas foram excluidas pelo histoérico.

Como o filhote era muito pequeno, nao foi possivel a realizacdo da otoscopia, mas o
conduto auditivo estava aberto. Todos os pardmetros vitais avaliados e o hemograma
realizado encontravam-se dentro dos limites de normalidade. O exame neurolégico revelou
perda de equilibrio, inclinacdo da cabeca para o lado direito, tendéncia a andar em circulos
para o lado direito e estrabismo posicional do lado direito (Figura 1B). O nivel de consciéncia
e os demais nervos cranianos estavam normais para a idade do animal. As reagdes posturais e
proprioceptivas estavam normais (saltitar, posicionamento visual e tétil, hemi-estacdo e hemi-
locomog¢do). Nao foi possivel avaliar os reflexos espinhais, pois o animal encontrava-se
agitado e ndo permitia uma correta realizacdo dos reflexos. A idade do animal dificultou a
avaliacdo da audicdo, bem como a realizagdo do potencial evocado auditivo de tronco
encefdlico. Uma segunda avaliacdo clinica foi agendada apds o crescimento do filhote para
melhor avaliagdo do exame neuroldgico e realizagdo de exames radiograficos ou tomograficos
da cabeca para verificacdo do aspecto das bulas timpanicas, conduto auditivo e pesquisa de
hidrocefalia. Porém, o animal nio regressou ao hospital veterinario, ndo sendo realizado o
tratamento ou o acompanhamento da evolugao do caso.
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Figura 1. A) Pavilhdo auricular externo direito pequeno; B) Animal com inclinagdo da cabeca
para o lado direito e pavilhao auricular direito menor que o contralateral.

DISCUSSAO

A sindrome vestibular é comumente observada na pratica clinica de pequenos animais
(1), porém a forma congénita ocorre raramente em caes e gatos, tendo sido descrita apenas em
algumas ragas, como: Dobermann Pinschers, Cocker Spaniels, Pastor Alemao, Akitas,
Smooth Fox Terriers e Beagles (5), sendo este o primeiro relato em um c@o sem raga definida.
Apesar da literatura citar o inicio do aparecimento dos sinais entre trés e 12 semanas (5, 6, 8),
o animal avaliado ja apresentava historico de perda de equilibrio desde os cinco dias de vida.

Os sinais clinicos do animal do presente relato eram compativeis com les@o em sistema
vestibular, caracterizada por inclinacdo de cabecga, quedas, rolamento, alteracao de equilibrio e
andar em circulos para o mesmo lado da lesdo (4, 5). O sinal clinico mais evidente foi a
inclinacdo de cabeca, conforme descrito por De Lahunta (6). Nao foi observada a presenca de
nistagmo, sinal que, segundo De Lahunta (6) e Mufiana (5), ndo € caracteristico da sindrome
vestibular periférica congénita.

Os filhotes de até quatro a seis semanas de idade, tanto os caninos quanto os felinos,
respondem de maneira diferente dos adultos ao exame neuroldgico, pelo fato do sistema
nervoso ainda estar em desenvolvimento. Dentre os achados que podem orientar o clinico no
diagnéstico de doenca vestibular periférica incluem-se: alteracdes dos nervos cranianos,
particularmente dos nervos facial e vestibulococlear, auséncia de nistagmo vertical (pois s6
ocorre nas alteragdes centrais), nistagmo posicional, nivel de consciéncia normal, auséncia de
disfuncdo cerebelar ou déficit proprioceptivo (9). O animal deste relato ndo apresentou
nenhuma alteracdo compativel com lesdo central, e o exame neuroldgico permitiu a
localizag@o da lesdo em sistema vestibular periférico.

O cdo ndo apresentava otite externa evidente, dor a palpacdo das orelhas, nem histérico
de meneios de cabega, o que levou a exclusdo, de forma presuntiva, da presenca de um quadro
inflamatério ou infeccioso em orelha média ou interna. Porém, o animal apresentava microtia
direita, possivelmente associada com a etiologia da sindrome vestibular observada.

N3ao existe tratamento especifico para a sindrome vestibular periférica congénita (5). O
progndstico na maioria dos casos € bom, os sinais vestibulares geralmente regridem ou sao
compensados em dois a quatro meses de idade (5, 6), porém algum grau de inclinacdo da
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cabeca pode persistir (1), acompanhado de deficiéncias auditivas permanentes (10). Acredita-
se que qualquer compensacdo seja mediada pelo sistema nervoso central, possivelmente por
meio de mecanismos visuais (9). Neste caso, o animal nao retornou, e nao foi possivel
acompanhar a evolucdo do caso.

A atresia do canal auditivo externo é raramente descrita (11, 12). Brodey e Harvey (13)
descreveram a ocorréncia de atresia do canal auditivo vertical em um cdo sem sinais
neuroldgicos, porém com otalgia. House (11) relatou a ocorréncia de atresia do meato
acustico externo distal em um c@o com inclinacdo da cabeca e Simpson (14) em um cdo sem
sinais de vestibulopatia, sendo que nos dois relatos os animais apresentavam dor a palpacao
da regido ventral da orelha. A atresia do conduto auditivo externo também ja foi relatada em
cdo da raga Labrador Retriever (12). No presente caso ndo foi possivel a realizacdo de
radiografias ou tomografia para melhor avaliagdo dos condutos auditivos para defini¢do do
tipo de malformagao em orelha. A presencga de hidrocefalia ndo foi descartada, pois o animal
ndo voltou para a realizacdo de exames complementares.

A fisiopatologia da sindrome vestibular periférica congénita é desconhecida (1, 5), e
mais estudos sdo necessdrios para descrever melhor as alteragdes e a etiologia dessa sindrome
congénita (3). A avaliagcdo histologica revela auséncia de lesdes inflamatdrias, degenerativas
ou malformacdo no labirinto ou no sistema nervoso central (1, 6). At€¢ onde é de nosso
conhecimento, este ¢ o primeiro relato de caso associando sindrome vestibular periférica
congénita a malformacdo em orelha em um cdo sem raca definida.
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USO DO ACIDO MEFENAMICO EM RECEPTORAS DE EMBRIOES EQUINOS
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RESUMO

Com o intuito de estender um aceitdvel intervalo entre a ovulacdo da receptora e dia da
transferéncia de embrido (TE), o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do &4cido
mefendmico na capacidade de manutencao da fun¢do do corpo liteo em receptoras que se
encontravam no dia 10 do ciclo (D10), bem como verificar as taxas de prenhez apds a
transferéncia do embrido. Foram transferidos 48 embrides para receptoras no dia 10 do ciclo
divididos em trés grupos experimentais: Grupo 1 controle (n=18); Grupo 2 (n=15) receptoras
tratadas com 1g de 4cido mefendmico por via oral desde o oitavo até o décimo sexto dia apds
a ovulagdo; Grupo 3 (n=15) receptoras tratadas com 1g de 4cido mefenamico por via oral no
dia da transferéncia e por mais dois dias. Seis dias apds a transferéncia dos embrides foi
confirmada a gestacdo por ultrassonografia e repetida aos 30 dias. Para andlise das
porcentagens de gestacao e classificacio uterina no dia da TE foi utilizado o Teste de Fisher e
para os valores obtidos da dosagem sérica de progesterona foi utilizado o teste de ANOVA
seguido pelo teste de Tukey. O grupo controle apresentou 33,3% de taxa de gestacdo (6/18).
Os grupos 2 e 3 apresentaram 40,0% (6/15) e 33,3% (5/15), respectivamente. Nas éguas nao
gestantes, os trés grupos apresentaram queda progressiva na concentracdo média de
progesterona, significativamente a partir do 12° dia pés ovulagdo, ndo havendo interferéncia
no tempo da ocorréncia da lutedlise. As taxa de prenhez em receptoras D10 apresentaram
indices satisfatorios em receptoras com bom tonus uterino e cervical no dia da TE. Conclui-se
que o 4cido mefenamico ndo impediu a lutedlise e ndo melhorou as taxas de prenhez das
receptoras no dia 10 do ciclo estral.

Palavras-chave: dcido mefenamico, éguas, progesterona, receptora, transferéncia de embrido.
USE OF MEFENAMIC ACID IN EQUINE EMBRYOS RECIPIENTS
ABSTRACT

In order to extend an acceptable interval between ovulation of the recipient and the day of the
embryo transfer (ET), the purpose of this study was to evaluate the effect of mefenamic acid
in the ability to maintain corpus luteum function in recipient mares that were on Day 10 (D10)
of the estrous cycle, and to verify the pregnancy rate after embryo transfer. 48 embryos were
transferred into recipients on Day 10 of the cycle divided into three experimental groups:
Group 1 control (n = 18); Group 2 (n = 15) recipients treated with 1g mefenamic acid orally
since the eighth until the tenth sixth days after ovulation; Group 3 (n = 15) recipients treated
with 1g mefenamic acid orally on day of transfer and for two more days. Six days after ET,
pregnancy was confirmed by ultrasound and repeated at 30 days. For analysis of percentages
of pregnancy and classification uterine on ET day was used Fisher's exact test and the values
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obtained from the serum progesterone was used ANOVA followed by Tukey test.The control
group showed a 33.3% pregnancy rate (6/18). Groups 2 and 3 presented 40.0% (6/15) and
33.3% (5/15), respectively. In non-pregnant mares, all three groups showed a progressive
decrease in the mean concentration of progesterone significantly from day 12 post ovulation,
without interference in the time of the occurrence of luteolysis. The pregnancy rate in
recipients on Day 10 showed satisfactory rates in recipients with good uterine tone and neck
on the day of ET. It is concluded that mefenamic acid did not prevent luteolysis and did not
improve pregnancy rates of recipients on day 10 of the estrous cycle.

Keywords: mefenamic acid, mares, progesterone, recipient , embryo transfer.
USO DEL ACIDO MEFENAMICO EN RECEPTORAS DE EMBRIONES EQUINOS
RESUMEN

Con el fin de obtener un intervalo aceptable entre la ovulacidn de la receptora y el dia de la
transferencia de embriones (TE), el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del
acido mefendmico en la capacidad de mantener la funcién del cuerpo liteo en las yeguas
receptoras que se encontraban en el décimo dia del ciclo estral (D10); y obtener la tasa de
gestacion después de la transferencia de embriones. Cuarenta y ocho embriones fueron
transferidos en el dia 10 del ciclo estral y las yeguas receptoras fueron divididas en tres
grupos experimentales: Grupo 1 (n = 18) control; Grupo 2 (n = 15) receptoras tratadas con 1
g de dcido mefendmico por via oral desde el octavo hasta el décimo sexto dia después de la
ovulaciéon y Grupo 3 (n = 15) receptoras tratados con 1 g de 4cido mefendmico por via oral
en el dia de la transferencia y dos dias consecutivos. Seis dias después de la TE, la gestacién
fue confirmada por ecografia, examen que se repitié a los 30 dias. Para el andlisis de los
porcentajes de gestacion y la clasificacion uterina en el dia de la TE se utilizo6 la prueba exacta
de Fisher y para los valores de progesterona sérica se realiz6 ANOVA seguido por la prueba
de Tukey. El grupo control mostrd una tasa de gestacién de 33,3% (6/18). Los grupos 2 y 3
mostraron tasas de 40,0% (6/15) y 33,3% (5/15), respectivamente. En las yeguas no gestantes,
los tres grupos mostraron una disminucién progresiva de la concentracién media de
progesterona que fue considerada significativa a partir del doceavo de la ovulacion, pero que
por otro lado, no modific6 el momento de la lutedlisis. La tasa de gestacion en las receptora
D10 mostr6 ser satisfactoria en las yeguas con buen tono tanto de titero como de cuello en el
dia de la TE. Se concluye que el tratamiento con 4cido mefendmico en el décimo dia del ciclo
estral no impidi6 la lutedlisis y no mejor6 la tasa de gestacion de las receptoras.

Palabras clave: &dcido mefendmico, yeguas, progesterona, receptora, transferencia de
embrion.

INTRODUCAO

Os indices de recuperacdo embriondria e taxas de prenhez p6s inovulacao determinam a
eficiéncia de um programa de TE. Fatores inerentes as doadoras, receptoras € ao proprio
embrido tém sido cada vez mais estudados com intuito de minimizar estas perdas e aumentar
o sucesso da transferéncia. Segundo Vanderwall et al. (1), a selecdo e o manejo adequados de
éguas receptoras podem ser os fatores mais importantes para o sucesso de um Programa de
Transferéncia de Embrides em Equinos.

No reconhecimento materno da gestacdo o concepto sinaliza ao organismo materno para
prolongar a vida do corpo luteo primdario e assim assegurar um continuo suplemento de
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progesterona cuja sobrevivéncia embriondria e desenvolvimento sdo criticamente dependentes
(2-4). A incidéncia de morte embriondria antes dos sessenta dias de gestagcdo varia de 2.6% a
24%, apresentando uma média de 8,6%, o que gera grandes prejuizos na criagado eqiiina (5).

O ambiente uterino se altera marcadamente sobre a influéncia da progesterona e um
embrido exposto a um utero assincronico pode estar sujeito a fatores de desenvolvimento e
niveis hormonais ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra (6). Assim, o intervalo de
ovulacdo entre receptora e doadora deve ser levado em conta na sele¢do da receptora. A
utilizacdo de receptoras em condicdes naturais antes de quatro dias apds a ovulacdo ndo tem
sido recomendada na literatura, observando-se que, a partir do 9° dia, a taxa de prenhez piora
bastante apos a transferéncia, inviabilizando a utilizacao a partir deste dia (7).

Wilsher, Kolling e Allen (8) investigaram o efeito do tratamento com o antiinflamatoério
acido meclofenamico em receptoras ovuladas 2 e 3 dias antes da doadora e observaram que o
indice de prenhez em receptoras tratadas e ndo tratadas foi de 81% e 44%, respectivamente.
O aumento no periodo de utilizacdo da receptora é sempre um desafio que possibilita
recompensa na reducio do custo da TE em equinos (9).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 4cido mefenamico na capacidade de
manutencdo da funcdo do corpo liteo em receptoras que se encontravam no dia 10 do ciclo
(D10), bem como verificar as taxas de prenhez apds a TE.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo

O presente trabalho foi realizado na central equina de reprodu¢do Genetic Jump, na
Fazenda Haras Santa Maria, localizado no municipio de Itapetininga, SP durante os meses de
setembro e outubro das estacdes reprodutivas de 2009/10 e 2010/11.

Animais

Foi utilizado um total de quarenta éguas mesticas com idade entre 4 e 10 anos, escore
corporal 3 a 4 (1-5). Todos os animais estavam em plena atividade reprodutiva e nao
possuiam quaisquer anormalidades no trato reprodutivo que pudessem ser detectadas por
exame de palpagdo, citologia uterina ou ultrassonografia transretal. As éguas eram mantidas
em sistema de confinamento com acesso a dgua, silagem de milho e sal mineral a vontade,
tendo sua alimentagdo complementada com 2 kg de racdo comercial peletizada prépria para
equinos uma vez ao dia. Dois garanhdes com fertilidade comprovada foram utilizados como
doadores de sémen.

Delineamento experimental

As éguas utilizadas como receptoras tiveram seu ciclo acompanhado pela palpacdo retal
e ultrassonografia. Ao atingirem foliculo de aproximadamente 35 mm e presenca de edema
uterino foram induzidas com 1mg de deslorelina .M. Apds confirmagdo da ovulagdo as
receptoras eram distribuidas aleatoriamente em 3 grupos experimentais:

*Grupo 1 (n=18)
Receptoras com dez dias de ovulagdo foram utilizadas como controle

*Grupo 2(n=15)
Receptoras com dez dias de ovulagdo tratadas com 1g de dcido mefenamico, via oral, do
oitavo ao décimo sexto dia pds ovulacao.
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*Grupo 3 (n=15)
Receptoras com dez dias de ovulacdo tratadas com 1g de dcido mefenamico, via oral, no
dia da transferéncia e por mais dois dias.

Producio dos embrioes

Foi acompanhado o ciclo das éguas doadoras de embrido pela palpacdo retal e
ultrassonografia. As ovulacdes das éguas foram induzidas com 1mg de deslorelina I.M. apds
atingirem foliculo de aproximadamente 35 mm e presenca de bom edema uterino. Vinte e
quatro horas apés a indugdo da ovulac¢do foram inseminadas com 500x10° de espermatozéides
vidveis. Oito dias apds a confirmag¢do da ovulacdo era realizada a lavagem uterina para
recuperacao dos embrides.

Transferéncia dos embrides

Foram realizadas 48 transferéncias de embrido. Oito dias apds ovulacdo da doadora
(considerando-se DO como o dia da ovulacdo) os embrides foram coletados. Apenas embrides
considerados excelentes e bons foram transferidos. A técnica de transferéncia foi a
transcervical e ndo-cirdrgica, de acordo com metodologia de Riera e Mcdonough (10), com a
deposi¢ao do embrido no interior do ttero.

As receptoras foram avaliadas pela palpacdo retal e ultrassonografia antes da
transferéncia dos embrides, sendo classificadas como: 1) aceitdvel — tonus uterino e cervical
variando de bom a excelente e 2) ndo aceitdvel - pouca tonicidade uterina ou cervical (8). Os
embrides foram transferidos aleatoriamente para os 3 grupos de receptoras.

Dosagem hormonal

Para determinagao das concentracdes séricas de progesterona, amostras de sangue foram
colhidas por venopung¢do do oitavo ao décimo oitavo dia pds ovulacdo a cada 24 horas em
todos os grupos estudados. As amostras foram colhidas em tubos de ensaio, centrifugadas a
600 G por 10 minutos e o soro sanguineo congelado a -20°C até a realizagdo das andlises por
radioimounoensaio.

Diagnéstico de Gestacao

As receptoras foram examinadas pela ultrassonografia transretal seis dias apds a
transferéncia dos embrides para determinar a presenca ou ndo de vesicula embriondria.
Quando confirmado, o exame era repetido aos 30 dias.
Anadlise Estatistica

Para andlise das porcentagens de gestacdo entre os grupos estudados foi utilizado o teste
de Fisher. E o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey para as varidveis obtidas da
dosagem sérica de progesterona. Todas as estatisticas efetuadas foram consideradas
significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

A porcentagem de receptoras que se tornaram prenhes ndo diferiu estatisticamente entre
si, apresentando valores abaixo dos 50% em todos os grupos. As taxas de gestagdo nos grupos
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G2 e G3 foram 40,0% (6/15) e 33,3% (5/15), respectivamente. No grupo controle G1, a taxa
de gestacao foi de 33,3% (6/18).

Houve apenas uma morte embriondria no G3. As receptoras dos demais grupos
permaneceram gestantes até os 30 dias. Nao houve diferenca na qualidade dos embrides
inovulados, pois foram utilizados apenas os de grau 1 e 2.

As concentragdes de progesterona nas receptoras gestantes permaneceram constantes
em todos os grupos. Nas receptoras nao gestantes houve queda semelhante dos niveis de
progesterona nos 3 grupos estudados.

Baseando no dia em que as éguas ndo gestantes obtiveram concentracdes menores que 1
ng/ml de progesterona, obteve-se o tempo médio de intervalo entre a ovulagdo e a lutedlise
completa subsequente. No G1 controle o tempo médio foi de 14,33 dias pds ovulagdo. Nos G2
e G3 esse intervalo foi de 14,5 e 14, 25 dias, respectivamente.

Foi avaliada a influéncia do tdnus uterino no momento da TE sobre as taxas de gestacao
nas receptoras de embrido. As éguas dos grupos G1, G2 e G3 classificadas como aceitaveis
(tonus uterino e cervical variando de bom a excelente) apresentaram indices de prenhez de
85,7% (6/7),75% (6/8) e 71,4% (5/7), respectivamente. Em relacdo as éguas classificadas
como nao aceitaveis ( pouca tonicidade uterina ou cervical) a taxa de gestacao foi de 0% em
todos os grupos. O tdnus uterino e cervical exerceram efeito positivo sobre as taxas de
gestacdo, ja que as receptoras D10 com bom ténus uterino e cervical no dia da TE
apresentaram maiores indices de prenhez, independente de ter ou ndo recebido o &cido
mefenamico.

DISCUSSAO

Na transferéncia de embrido éguas receptoras que ovulam depois da doadora geralmente
sdao melhores candidatas do que aquelas que ovulam antes, particularmente se a ovulagdo tiver
ocorrido 2 dias antes (11). O uso de receptoras em condi¢des naturais antes de quatro dias
ap6s a ovulagcdo nao tem sido recomendado na literatura, observando-se que, a partir do 9°
dia, a taxa de prenhez piora bastante apds a transferéncia, inviabilizando a utilizacdo a partir
deste dia (12). Diferindo desses resultados, Alonso (13) ndo encontrou diferenca nas taxas de
prenhez de éguas receptoras de embrido entre os dias 3 e 8 do ciclo.

McKinnon e Squires (14) transferiram embrides em receptoras cujos corpos liteos
encontravam-se entre os dias 5 e 10 apdés a ovulagdo, ndo encontrando diferencas
significativas (p > 0,05) nas taxas de prenhez. Por outro lado, Alvarenga (15) menciona
tendéncia de melhora, embora nao-significativa, nos indices de prenhez quando a idade do
corpo lateo decresce, ou seja, aproxima-se do dia da ovulagdo.

No presente estudo, embrides foram transferidos apenas em éguas receptoras ovuladas
2 dias antes (D10) da doadora. Verificou-se que com a utilizagdo do dcido mefendmico nas
receptoras do 8° ao 16° dia apds ovulacdo (G2) obteve-se taxa de prenhez de 40,0% (6/15).
Nos animais tratados do 10° ao 12° dia p6s ovulacdo (G3) e nas éguas do grupo controle (G1)
as taxas de gestacdo foram 33,3% (6/18) e 33,3% (5/15), respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados em experimento realizado por Koblischke et al. (16) onde a
recoleta embriondria foi maior nas receptoras ovuladas no mesmo dia ou dois dias depois da
doadora independente de terem sido ou ndo tratadas com o dcido meclofenamico ou o flunixin
meglumine.

No trabalho de Pool et al. (17) receptoras que ovularam 2 a 3 dias antes da doadora
falharam em manter a gestagcdo mesmo sendo tratadas com progestdgenos. Valores diferentes,
como relatado por Wilsher, Kolling e Allen (18); apresentaram taxas de prenhez de 81%
(13/16) em animais que ovularam 2 dias antes (D10) da doadora e que foram tratados com
acido meclofendmico do nono dia pés ovulacao até 7 dias apds a transferéncia do embrido.
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Em estudo realizado com camelos, animais tratados com dcido meclofenamico (a partir
do 7°dia apés ovulagcdo e por mais 8 dias apos T.E) apresentaram taxas de prenhez de 80%,
60% e 70% transferidos em receptoras D8, D10 e D12, respectivamente. J4 nos animais do
grupo controle o percentual de gestacdo foi de apenas 10%, cujos embrides foram transferidos
em receptoras nao tratadas no dia 8 pds ovulagdo (19).

Analisando os dados obtidos nas éguas dos 3 grupos pode-se observar que a taxa de
gestacdo foi baixa, Ginther (20) sugere que a fixacdo embriondria ocorre pela interacdo do
aumento do tonus uterino, aumento do tamanho da vesicula embriondria € um impedimento
fisico para mais movimentos causados pela brusca curvatura ou flexura do corno uterino neste
ponto.

Nos 3 grupos deste experimento as concentragdes de progesterona permaneceram
praticamente constantes nas éguas gestantes. Nas éguas ndo gestantes a concentragcdo
diminuiu gradativamente, principalmente a partir do 12° dia pds ovulagao.

Houve apenas uma morte embriondria no G3. As receptoras dos demais grupos
permaneceram gestantes até os 30 dias. A perda embriondria tem sido relacionada a baixa
concentracdo de progesterona no inicio da prenhez (21, 22). Nao houve diferenca na
qualidade dos embrides inovulados, pois foram utilizados apenas os de grau 1 e 2, de acordo
com McKinnon e Squires (14).

Resultados diferentes em relacdo a progesterona foram encontrados por Caiado et al. (7)
com o uso de outros antiinflamatérios como o flunixim meglumine; cujas concentracdes
plasméticas de P4 foram maiores nas receptoras tratadas. Contudo, a taxa de prenhez foi de
55% (11/20) e 75% (15/20) em €éguas tratadas e ndo tratadas, respectivamente.

Wilsher, Cluton-Brock e Allen (23) trabalhando com embrides D10 e os transferindo
em uma janela de sincronia entre -4 (D14) e +9 (DI1) relataram que a quantidade de
progesterona produzida pela receptora com relagdo ao seu tempo de ovulagio ndo pareceu ser
um pré requisito para a sobrevivéncia do embrido. Eles observaram que houve influéncia no
desenvolvimento embriondrio quando nio estdo em sincronia, ja que retardou o crescimento e
a formacao do alantéide .E, que independente da sincronia o tempo de fixacdo embriondria foi
de 17 dias.

Vanderwall et al. (1) demonstraram que embrides da espécie equina secretam
prostaglandina E2 (PGE2) e a acdo da PGE2 no transporte ovidutal de embrides eqiiinos foi
demonstrada por Woods et al. (24). Por inibir outras prostaglandinas, o flunixin meglumine
poderia inibir também a sintese de PG E2 produzida pelo embrido equino, ocorrendo uma
diminui¢do das contragdes uterinas e conseqiientemente inibicdo da mobilidade embriondria o
que pode ter afetado o reconhecimento materno da gestacdo, justificando a menor taxa de
prenhez do grupo tratado com esta droga (7).

Skidmore, Billah e Allen (25) também observaram uma menor taxa de gestacdo em
animais tratados com o flunixim meglumine. Foi sugerido que a manipulagdo e distensao da
vagina e cervix pudessem estimular a secrecdo endégena de PGF2a do endométrio, o que
poderia induzir lutedlise prematura e perda da prenhez. Doze camelos receberam 500 mg de
antiprostaglandinico, flunixin meglumine, 15 minutos antes da transferéncia. Amostras de
sangue foram colhidas em intervalos regulares. Os resultados mostraram que a estimulagdo da
cervix causou uma leve liberagdo de PGF2a que foi suprimido pelo flunixin meglumine.
Entretanto, a lutedlise prematura ndo ocorreu indicando que a quantidade de PGF2a liberada
foi insuficiente para causar qualquer prejuizo na funcdo luteal. As receptoras tratadas
obtiveram uma taxa de gestacdo de 16% (2/12) e os animais controle de 67% (10/15).

Os fenamatos impedem que prostaglandinas ja formadas se liguem a receptores de
PGE2 (26). Entretanto, Koblieschke et al. (16) observaram que o dcido meclofenamico teve
um menor efeito sobre a expressio do mRNA para PGES , em relacio ao flunixin
meglumine. O PGE, além de seu papel na inflamacdo, estd envolvido no reconhecimento
maternal da gestagdo e estimula a mobilidade intrauterina do concepto equino entre 9 a 16
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dias p6s ovulagdo (20, 27). Segundo Mcdowell et al. (28) o tratamento de éguas com flunixin
meglumine durante a fase de reconhecimento materno da gestacdo bloqueou a mobilidade
embriondria neste periodo.

Como nao houve selecdo de receptora baseado nas caracteristicas uterinas no momento
da TE, as taxas de prenhez das receptoras dos diferentes grupos podem ter sofrido influéncia.
Em experimento realizado por Carnevale et al. (29) éguas que foram classificadas como
marginais apresentaram taxas de prenhez estatisticamente inferiores as das éguas classificadas
como aceitaveis (70,3% versus 56,2%).

O uso deste antiprostaglandinico ndo interferiu significativamente com os niveis séricos
de progesterona. Além disso, foi observado também que ndo houve relacido entre taxas de
prenhez e niveis de progesterona. Em trabalho realizado por Duarte e Vieira (30) também foi
demonstrada correlagc@o entre tensdo uterina e taxa de gestacdo, onde éguas com tOnus uterino
moderado a intenso apresentaram taxas de prenhez de 79,3%, ja os animais com tonus uterino
ausente ou fraco os indices de prenhez foram 36,8%.

No presente trabalho o uso do antiinflamatério dcido mefenamico também nao foi capaz
de aumentar a longevidade ou inibir a ocorréncia de lise do corpo liteo. De acordo com esses
resultados, Wilsher, Kolling e Allen (8) também relatam que a lutedlise ndo pode ser evitada
com o 4cido meclofenamico nas éguas que ndo ficaram gestantes. O tempo médio (dias) do
inicio do estro, ou seja, niveis de progesterona abaixo de Ing/ml foi de 14,5 e 14,2 dias nos
grupos 2 e 3 (31, 32). No grupo 1 (controle) o tempo médio foi de 14,3 dias.

Neste estudo as receptoras dos grupos 1, 2 e 3 que apresentaram tonus uterino e cervical
de bom a excelente no dia da TE, obtiveram taxas de gestacao de 75%, 85,7% e 71,4%,
respectivamente. Segundo Carnevale et al. (29), o tonus uterino reduzido pode indicar um
ambiente uterino ndo compativel com o crescimento e desenvolvimento embriondrio. Eguas
com tonus uterino ruim a pobre podem ter concentragdes de progesterona circulantes mais
baixas, o que poderia afetar o tonus uterino e cervical (33).

Verificou-se também neste trabalho que o indice de gestacdo foi significativamente
maior nas éguas que apresentaram tonus uterino e cervical de bom a excelente no momento da
inovulacdo do embrido, independente de ter recebido ou ndo o tratamento com &cido
mefenamico.

Corroborando com esses resultados, Alonso (13) também reportaram em seu
experimento maior taxa de prenhez em éguas com tonus uterino 1 no dia da TE. E as
receptoras com tonus uterino 2 apresentaram taxa de prenhez estatisticamente maior em
relacio as éguas com tonus uterino 3. E citado também a provavel relagio entre a
concentragdo de estrégeno no estro sobre a expressdo de receptores de progesterona no
endométrio, os quais afetariam as caracteristicas uterinas no dia da TE.

A utilizacdo de receptoras D10 seria uma alternativa na transferéncia de embriao desde
que as mesmas apresentem adequado tonus uterino no momento da TE.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente experimento permitem concluir que o 4cido
mefenamico nao melhorou as taxas de prenhez em receptoras D10, ndo interferiu na
concentracdo sérica de progesterona € nem no tonus uterino.
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RESISTENCIA DE Lactobacillus sp. ISOLADOS DE SALAMES ARTESANAIS
PRODUZIDOS NA REGIAO SUL DO BRASIL A ANTIBIOTICOS
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RESUMO

Os antibidticos podem ser usados na produc@o animal com fins terapéuticos e/ou profiléticos
ou como promotores de crescimento. Entretanto, o emprego indiscriminado dessas drogas
possibilita o surgimento de micro-organismo antibidtico-resistentes e a transferéncia de genes
de resisténcia para outros micro-organismos, incluindo os da microbiota intestinal,
fomentando assim o aparecimento de micro-organismo resistentes no homem. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar e verificar a presenca de resisténcia a 11 tipos de antibidticos de
45 cepas de bactérias laticas isoladas de salames produzidos artesanalmente na regiao Sul do
Pais. As cepas, identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus, apresentaram
multirresisténcia a no minimo oito antibidticos, sendo que 17 (37,77%) delas foram
resistentes aos 11 agentes antimicrobianos testados: cefepine, clindamicina, cloranfenicol,
ciprofloxacin, eritromicina, gentamicina, oxacilina, penicilina G, rifampicina, tetraciclina e
vancomicina. Todas as cepas foram resistentes a ciprofloxacina, gentamicina, oxacilina,
penicilina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina. Os salames produzidos de modo artesanal,
sem adicdo de cultura starter comercial, apresentaram cepas de Lactobacillus com amplo
perfil de resisténcia antimicrobiana e podem ser potenciais veiculadores de genes antibidtico-
resistentes a outros micro-organismos e representar perigo a satide humana.

Palavras-chave: salame, fermentacdo natural, bactérias laticas, resisténcia antimicrobiana.

ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Lactobacillus sp. ISOLATED FROM
NATURALLY FERMENTED SALAMI PRODUCED IN SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Antibiotics can be used in animal production for therapeutic or prophylactic purposes or as
growth promoters. However, the indiscriminate use of these drugs allows the emergence of
antibiotic-resistant microorganisms and the transference of resistance genes to other
microorganisms, including those of the intestinal flora, thus promoting the emergence of
resistant microorganisms in man. The aim of this study was to characterize and verify the
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antimicrobial resistance against 11 antibiotics of 45 strains of lactic acid bacteria isolated
from naturally fermented salami from Southern Brazil. Strains were identified as belonging to
the genus Lactobacillus and showed multi-resistance to at least 8 antibiotics. Seventeen
(37.77%) strains were resistant to all of the 11 antibiotics: cefepine, chloramphenicol,
clindamycin, ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, oxacillin, penicillin G, rifampin,
tetracycline and vancomycin. All strains were resistant to ciprofloxacin, gentamicin, oxacillin,
penicillin, rifampin, tetracycline and vancomycin. Salami produced by natural fermentation,
with no addition of commercial starter culture, presented Lactobacillus with large
antimicrobial resistance profile and may be a potential carrier of antibiotic-resistant genes to
other organisms and a hazard to human health.

Keywords: salami, natural fermentation, acid lactic bacteria, antimicrobial resistance.

RESISTENCIA ANTIBIOTICA DE LACTOBACILLUS SP. AISLADOS DE SALAME
ARTESANAL PRODUCIDO EN LA REGION SUR DE BRASIL

RESUMEN

Los antibidticos pueden ser usados en la producciéon animal con fines terapéuticos y/o
profilacticos o como promotores de crecimiento. Sin embargo, el empleo indiscriminado de
esos farmacos posibilita el surgimento de microrganismos antibidtico-resistentes y la
transferencia de genes de resistencia para otros microrganismos, incluyendo los de la
microbiota intestinal, causando asi la aparicién de microrganismos resistentes en el hombre.
El objetivo de este trabajo fue caracterizar y verificar la resistencia a 11 tipos de antibidticos
en 45 cepas de bacterias l4cticas aisladas de salami producido artesanalmente en la regién Sur
de Brasil. Las cepas identificadas del género Lactobacillus presentaron resistencia multiple a
por lo menos ocho tipos de antibidticos y 17 (37,77%) de ellas fueron resistentes a los 11
agentes antimicrobianos probados: cefepine, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina,
rifampicina, tetraciclina, oxacilina, penicilina G, eritromicina, clindamicina y vancomicina.
Todas las cepas fueron resistentes a ciprofloxacina, gentamicina, oxacilina, penicilina,
rifampicina, tetraciclina y vancomicina. El salami producido de manera artesanal, sin adicién
de cultivo starter comercial, presentd cepas de Lactobacillus con amplio perfil de resistencia
antimicrobiana y puede ser un vehiculo potencial de genes antibidtico-resistentes para otros
microrganismos, lo que representa un peligro para la salud humana.

Palabras clave: salami, fermentacion, bacterias lacticas, resistencia antimicrobiana
INTRODUCAO

Os antibidticos sdo normalmente utilizados na producdo animal com finalidade
terapéutica e/ou profildtica. Eles sao também empregados como promotores de crescimento
com o0 objetivo de promover maior velocidade no crescimento e engorda dos animais, assim
como para elevar a taxa de natalidade das criacdes (1). Entretanto, o emprego indiscriminado
dessas drogas pode ocasionar diversas complicacdes entre as quais, e talvez a mais importante
delas, o surgimento de micro-organismos antibidtico-resistentes, que por sua vez, criam a
necessidade cada vez maior do desenvolvimento de novas drogas para combaté-los (2).

A cadeia de producgao de alimentos tem sido reconhecida como uma das principais rotas
de transmissdo de bactérias antibidtico-resistentes entre animais e seres humanos (3).
Bactérias resistentes a antibidticos podem contaminar os alimentos, especialmente a carne,
ainda que as normas de higiene durante sua manipulacdo sejam respeitadas (4, 5). Diversos
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estudos comprovam a presenga de resisténcia aos antibidticos em bactérias laticas isoladas de
carne crua (6, 7).

As bactérias laticas sdo largamente utilizadas em embutidos fermentados, como os
salames, como culturas iniciadoras (starter) para propiciar aumento da vida de prateleira e
perfil sensorial diferenciado. Elas também vém sendo adicionadas nestes produtos com
finalidade probidtica para exercer efeitos benéficos a saide como a manuten¢do da microbiota
intestinal, a exclusdo competitiva de patégenos e a estimulacdo do sistema imunoldgico (8, 9).

Apesar das bactérias laticas utilizadas em salames serem reconhecidas como seguras
(Generally Recognized as Safe - GRAS) pelo FDA (Food and Drug Administration) (10), elas
podem atuar como transmissoras de genes antibidtico-resistentes a outras bactérias, incluindo
as patogénicas (11, 12), visto que a resisténcia antimicrobiana normalmente é determinada
geneticamente por conjugacdo via plasmideos ou transposons (13). Este risco € ainda maior
nos salames coloniais obtidos pela fermentacdo da microbiota nativa da carne e que ndo
recebem a adicd@o de culturas starter selecionadas.

Neste sentido, os salames artesanais que sdo normalmente consumidos sem prévio
tratamento térmico e nos quais a fermentacdo ocorre naturalmente, por bactérias liticas da
microbiota da carne e que niao passaram por testes seletivos de sensibilidade a antibidticos,
sdo fontes potenciais de bactérias vidveis portadoras de genes resistentes a antibidticos. Pouco
se sabe sobre a contribuicdo das bactérias ldticas presentes nos salames artesanais na
disseminagdo de genes resistentes (14). Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
isolar, caracterizar morfologicamente e avaliar a frequéncia de resisténcia antimicrobiana de
bactérias ldticas obtidas de salames artesanais produzidos na regiao Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos Salames

Durante o ano de 2005, foram coletadas aleatoriamente 50 amostras de salames
artesanais comercializados em supermercados e feiras-livres nos Estados do Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Todos os salames coletados eram produzidos por fermentacao
espontanea em pequenas industrias, pois, de acordo com as informacdes contidas no rétulo
ndo eram adicionadas de cultura starter. As amostras coletadas estavam dentro do periodo de
validade para consumo.

Isolamento das bactérias laticas

Previamente a coleta das amostras, procedeu-se a remocao asséptica do envoltério dos
salames. De cada salame foram coletados 25 g de amostra que foram adicionados a 225 mL
de dgua peptonada estéril (0,1%) e homogeneizados para as dilui¢des seriadas. Posteriormente
as dilui¢cdes, 1 mL foi inoculado em dgar De Man Rogosa e Sharpe (MRS, Oxoid) adicionado
de solu¢do de azul de anilina estéril por semeadura em profundidade. As placas foram
incubadas a 35° C/ 48 h (15-17). De cada amostra de salame avaliada foram selecionadas 4
coldnias crescidas nas placas com dgar MRS, com morfologias distintas para estocagem e
posterior caracterizagdo morfoldgica e teste de resisténcia a antibidticos.

Caracterizacao morfolégica e identificacdo das bactérias laticas

A identificacdo morfoldgica foi realizada por visualizacdo direta ao microscopio das
células bacterianas e pelo método tradicional de coloragdo de Gram. A verificagcdo da
producdo da enzima catalase pelas cepas de bactérias laticas foi realizada pela adi¢ao de 3
gotas de peroxido de hidrogénio (H,O, a 3%) diretamente sobre as coldnias e observacao de
efervescéncia (18). A presenca da enzima oxidase nas culturas de bactérias laticas foi
verificada pela utilizacdo de tiras de reacdo de oxidase (Laborclin®).

Justo TH. et al. Resisténcia de Lactobacillus sp. isolados de salames artesanais produzidos na Regido Sul do
Brasil a antibidticos. Vet. e Zootec. 2013 jun.; 20(2): 285-295.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 288

Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia a antibidticos foi avaliada pelo método de disco-difusdo em 45 cepas de
bactérias laticas, as quais foram selecionadas, do total das isoladas, por apresentarem
potencial tecnolégico (dados ndo apresentados) (19). Os seguintes antibidticos foram testados:
cefepine (30 ug), ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 pg),
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg); oxacilina (1 pg), penicilina G (10 U), rifampicina
(5 pg), tetraciclina (30 pug) e vancomicina (30 pg) (Laborclin®).

As bactérias laticas foram semeadas em placas com dgar MRS (Oxoid) com o auxilio de
swab. Ap6s a absor¢do completa do indculo, os discos com os diferentes antibidticos foram
colocados na superficie do meio de cultura. A resisténcia ou sensibilidade das cepas aos
antibidticos foi avaliada apds incubagao das placas a 37°C por 24 horas pela medida do halo
de inibi¢do do crescimento formado em milimetros ao redor do disco de antibidtico que foi
verificada com auxilio de paquimetro (19). Os ensaios foram realizados em duplicata.

Para testes de resisténcia antimicrobiana de bactérias laticas pelo método de disco-
difusdo, Charteris et al. (20) propuseram pontos de corte para 5 dos 11 antibidticos testados
no presente trabalho. Desta forma, a interpretacdo dos testes de resisténcia dos isolados ao
cloranfenicol, eritromicina, penicilina, tetraciclina e vancomicina foi realizada seguindo
critério proposto por Charteris et al. (20). Para os demais antibidticos foram utilizados os
padrdes interpretativos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (21),
sendo que para os testes com cefepine, ciprofloxacina e gentamicina foram considerados
como referéncia os pontos de corte para Enterobacteriaceae, para rifampicina os pontos de
corte para Enterococcus spp e para clindamicina e oxacilina os pontos de corte para
Staphylococcus spp.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento, caracterizacao e identificacao das bactérias laticas

Todos os isolados laticos apresentaram morfologia de bacilo e coloracio de Gram
positiva, sendo identificados como pertencentes ao género Lactobacillus (22). Variagdes no
tamanho dos bacilos entre as cepas foram observadas, o que indica a presenca de varias
espécies ou linhagens diferentes de Lactobacillus nas amostras de salames produzidos por
fermentagdo espontinea.

Nos testes de catalase e de oxidase, todas as cepas avaliadas mostraram reacdo negativa
(23, 24). Embora todas as cepas tenham se mostrado catalase negativas, a catalase positiva é
uma caracteristica interessante nas culturas utilizadas na fabricacdo de produtos fermentados,
visto que o peréxido de hidrogénio pode participar de reacdes que provocam a descoloracao
dos produtos e desta forma, descaracteriza-los sensorialmente. Entre os lactobacilos, somente
algumas espécies, como Lactobacillus mali, podem apresentar pseudo-catalase (25).

Resisténcia a antibidticos

Entre outros fatores, a auséncia ou frequéncia minima de resisténcia a antibidticos € um
dos requisitos que fazem uma cultura starter ou probidtica ser considerada ideal para uso
humano ou animal. Desta forma, bactérias para uso potencial em humanos ou animais nao
devem apresentar elementos genéticos que determinem resisténcia antimicrobiana (26). A
utilizagdo de antibidticos como promotores de crescimento em espécies domésticas, mesmo
que em baixas dosagens (20 mg a 150 mg/kg alimento), pode levar ao aparecimento de
linhagens resistentes a antibidticos na microbiota intestinal (27). Portanto, a utilizacdo de
antibidticos em animais deve ser prudente, de modo a minimizar os impactos negativos sobre
a eficdcia dessas drogas em posteriores utilizagdes na medicina humana (28).

Estudos demonstraram a presenca de genes que conferem resisténcia a Vvarios
antimicrobianos como cloranfenicol, eritromicina, streptomicina, tetraciclina e vancomicina
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em plasmideos de Lactococcus, Lactobacillus e Enterococcus isolados de diversos alimentos
(29). No presente estudo, todas as 45 cepas ldticas isoladas apresentaram algum nivel de
resisténcia aos 11 antibidticos testados (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das cepas de bactérias laticas isoladas de salames de fermentagdo
espontinea da regido Sul do Brasil frente aos diferentes antibidticos testados

Valores de corte* Numero de cepas
(Medida do halo de inibicdo em mm) classificadas

Antibi6ticos/ concentragao Resistentes Suscetiveis R | S
Cefepine® (30 ug) <14 >18 27 13 5
Ciprofloxacina3 (5 ug) <15 >21 45 - -
Clindamicina? (2 pg) <14 >21 40 5 -
Cloranfenicol! (30 ug) <13 >14 26 6 13
Eritromicina! (15 pg) <13 >14 44 - 1
Gentamicina3 (10 pg) <12 >15 45 - -
Oxacilina? (1 pg) <10 >13 45 - -
Penicilina G! (10 U) <19 >20 45 - -
Rifampicina *(5 pg) <16 >20 45 ; ]
Tetraciclina! (30 pg) <14 >15 45 - _
Vancomicina! (30 ug) <14 >15 45 - -

lvalores de corte propostos por Charteris et al, 1998 2valores de corte propostos pelo CLSI (2005) para
Staphylococcus spp., 3valores de corte propostos pelo CLSI (2005) para Enterobacteriaceae, *valores de corte
propostos pelo CLSI (2005) para Enterococcus Spp.

R - resistente; I — intermediario; S — suscetivel

Das 45 cepas isoladas, 44 (97,77%) apresentaram resisténcia a eritromicina. Em
pesquisa realizada por Gomes et al. (30), observou-se que das enterobactérias isoladas de
diferentes alimentos, as cepas de Enterococcus faecium apresentaram resisténcia a
eritromicina, tetraciclina e vancomicina, enquanto os isolados de Enterococcus faecalis
apresentaram resisténcia a tetraciclina, eritromicina e a altas concentragdes de gentamicina,
porém foram sensiveis a vancomicina.

A resisténcia a eritromicina e oxacilina em Lactobacillus foi verificada em sete das 67
cepas estudadas por Danielsen e Wind (31). Esses resultados sao diferentes dos obtidos no
presente trabalho, no qual 97,77% das cepas foram resistentes a eritromicina e 100%
resistentes a oxacilina.

Verificou-se que 100% das bactérias laticas isoladas neste estudo foram resistentes a
ciprofloxacina, gentamicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina
(Figura 1).

Até a segunda década do século XX, a resisténcia a tetraciclinas em bactérias
patogénicas e da microbiota natural era rara (32). Hughes e Datta (33) relataram que de um
total de 433 enterobactérias isoladas de diversas fontes bioldgicas e do ambiente entre os anos
de 1917 e 1954, apenas 2% era resistente a tetraciclina. No presente estudo todas as 45
bactérias l4ticas testadas mostraram resisténcia a este antibidtico.

O uso intensivo de antibidticos, a partir de sua introducdo na terapéutica nos anos 1940,
poderia explicar a difusdo de plasmideos de resisténcia antimicrobiana entre oS micro-
organismos que a adquirem pela insercao de genes especificos em seu DNA. Segundo Chopra
e Roberts (34) hd mais de 30 determinantes genéticos caracterizados para a resisténcia a
tetraciclina. Dentre eles, estdo os genes tet A, B e C que codificam a bomba presente na
membrana interna de bactérias com func¢do de reduzir o nivel de tetraciclina no interior do
citoplasma. Esses determinantes tém sido encontrados nos plasmideos e nos cromossomos das
bactérias resistentes (35). Em bactérias laticas, estudos in vitro detectaram a habilidade de
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Lactobacillus em transferir resisténcia a tetraciclina por conjugagdo a outras bactérias laticas
como Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis subsp. lactis, porém esta habilidade ndo foi
verificada para transferéncia de resisténcia de Lactobacillus a cepas de Staphylococcus aureus
(36). A habilidade de transferéncia horizontal da resisténcia a antibidticos via plasmideo de L.
plantarum para Enterococcus faecalis foi confirmada também em estudos in vivo (37).
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Figura 1. Frequéncia de resisténcia em porcentagem a antimicrobianos das cepas de bactérias
laticas isoladas de salames de fermentacao espontanea da regido Sul do Brasil

CEF - Cefepine (30 pg), CIP — Ciprofloxacina (5 ug), CLI — Clindamicina (2 ug), CLO — Cloranfenicol (30 pug),
ERI — Eritromicina (15 pg), GEN — Gentamicina (10 pg), OXA — Oxacilina (1 pg), PEN — Penicilina G (10 U),
RIF — Rifampicina (5 pg), TET — Tetraciclina (30 ug), VAN — Vancomicina (30 pg).

Estudos com cepas de Lactobacillus sakei, L. curvatus e L. plantarum demonstraram
resisténcia intrinseca desses micro-organismos a diferentes antibiéticos (38, 39). Em pesquisa
com espécies de Lactobacillus isoladas de carne e salames foram encontrados determinantes
genéticos para a resisténcia a tetraciclina, gentamicina, penicilina e canamicina (40).

A resisténcia a vancomicina parece ser intrinseca em alguns géneros de bactérias laticas
como Leuconostoc e Lactobacillus (13). Essa resisténcia natural deve-se a presenca de
enzimas relacionadas a d-alanina: d-ligase (31). Korhonen, Sclivagnotis ¢ Von Wright (41)
observaram que todas as 67 cepas laticas provenientes do intestino de leitdes demonstraram
resisténcia a vancomicina, assim como Tang et al. (42) que constataram o mesmo tipo de
resisténcia em todas as nove cepas de bactérias ldticas isoladas de medicamentos compostos
de probidticos. Macedo et al. (43) testaram quatro culturas laticas oriundas de culturas padrao
(ATCC) e de culturas starter (CHR HANSEN) para salames e verificaram 100% de
resisténcia a vancomicina.

Os resultados demonstraram que 26 (57,77%) cepas foram resistentes ao cloranfenicol,
seis (13,33%) apresentaram reacdo intermedidria e 13 (28,88%) foram sensiveis a este
antibidtico. Apesar do uso de cloranfenicol na produgio e terapéutica animal ser proibido no
Brasil desde 2003 (44) e na Comunidade Européia desde 1994 (45), ele ainda é motivo de
preocupacdo devido ao seu emprego irregular e dos efeitos prejudiciais a saide associados a
anemia aplastica.

Os resultados obtidos neste trabalho para a resisténcia de bactérias laticas ao
cloranfenicol foram superiores aos obtidos por diversos autores em diferentes paises. Em
1995, todas as cepas de Lactobacillus acidophilus testadas por Gupta e Mittal (46) foram
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sensiveis ao cloranfenicol. Igualmente, as cepas foram sensiveis a eritromicina e tetraciclina.
Outro estudo realizado em 2003 na Dinamarca verificou que de 66 cepas de Lactobacillus
obtidas liofilizadas de uma cole¢do de culturas, apenas sete apresentavam resisténcia ao
cloranfenicol pela presenca de genes transferiveis de resisténcia ao antibidtico (31). Em 2007
Korhonen, Sclivagnotis e Von Wright (41) verificaram 100% de suscetibilidade ao
cloranfenicol nas 67 cepas de bactérias léticas isoladas das fezes de leitdes.

Macedo et al. (43) observaram suscetibilidade de todas as cepas laticas testadas frente a
rifampicina, contrariando os resultados deste estudo (100% de resisténcia).

Para verificar a sensibilidade/ resisténcia das cepas a clindamicina foram utilizados os
valores de corte estabelecidos para Staphylococcus spp pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (21), pois ndo ha referencial dessa droga para bactérias laticas. Em funcao
disso, 40 das cepas testadas foram consideradas resistentes e cinco apresentaram resisténcia
intermedidria a clindamicina.

Segundo Ammor, Flérez e Mayo (47), os Lactobacillus tendem a ser mais suscetiveis a
antibidticos que inibem a sintese de proteinas como cloranfenicol, eritromicina, clindamicina
e tetraciclinas e mais resistentes aos aminoglicosideos como a gentamicina. Em concordancia
com as observagdes destes autores, todas as cepas testadas no presente trabalho foram
resistentes a gentamicina. Contudo, também observou-se 100% de resisténcia a tetraciclina e
97,77% a eritromicina. Barbosa et al. (48) verificaram resisténcia a gentamicina em outros
geéneros de bactérias laticas como Bifidobacterium.

A resisténcia microbiana a quatro ou mais antibidticos, classificada como
multirresisténcia, foi constatada em todas as cepas analisadas, sendo que destas, 17 (37,77%)
apresentaram resisténcia aos 11 antibidticos testados (Figura 2). Quinze (33,33%) cepas
apresentaram resisténcia a 10 antibidticos testados, 11 (24,44%) a nove antibidticos e dois
(4,44%) a oito tipos de antibioticos.
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Figura 2. Multirresisténcia a antibidticos de cepas de bactérias ldticas isoladas de salames
coloniais.

A multirresisténcia pode ser oriunda da resisténcia natural que as cepas possuem frente
ao agente ou pode ser decorrente de resisténcia adquirida, sendo dificil a distin¢do entre os
dois tipos (49). Temmerman et al. (50) relataram que 67% de 187 cepas laticas isoladas de
produtos probidticos da Europa apresentaram multiresisténcia.

Apesar da possibilidade de ocorréncia de resisténcia antimicrobiana nas culturas starter
utilizadas na producao de salames, normalmente a frequéncia de resisténcia nessas culturas é
baixa, visto que as cepas de bactérias laticas destinadas ao uso como starter em produtos
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carneos sdao previamente selecionadas de forma a nd@o apresentar capacidade de
multirresisténcia antimicrobiana, especialmente resisténcia adquirida. Desta forma, a
multirresisténcia observada nas bactérias laticas isoladas dos salames artesanais, que nao
levam a adicao de culturas starter padronizadas e selecionadas industrialmente, é preocupante
uma vez que esses alimentos podem servir como veiculo de genes antibidtico-resistentes a
microbiota intestinal dos seres humanos apds seu consumo.

CONCLUSAO

As bactérias laticas testadas mostraram multirresisténcia antimicrobiana, sendo
resistentes a no minimo oito antibidticos testados. Os salames artesanais mostraram uma vasta
microbiota antibidtico-resistente que pode representar perigo a saide humana pela
transferéncia de genes resistentes a microbiota intestinal quando consumidos e determinar a

acdo ineficiente das drogas usadas na antibioticoterapia humana.
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EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF DOG BITES CONSIDERING BITER DOGS

AND VICTIMS
Luzia Helena Queiroz1
Daniel Sartore Buso’
José Erisvaldo Silva’
ABSTRACT

The aim of this study was to characterize dog bites using data on biter dogs and victims. An
exploratory cross-sectional study was performed using 203 records of individuals who had
attended in public health services in 2009 in the municipality of Aracatuba, Sdo Paulo, Brazil,
after they had been bitten by a dog. Over 70% (92/129) of the biter dogs were male and most
of them (71%) received as a gift. Dog owners reported companionship as the main reason for
acquiring the dog. The victims who were children were predominantly male, while the victims
who were elderly were predominantly female. Most children were bitten on the head/neck,
while adults were bitten on the hands/feet and lower limbs (p<0.0001). The owner of the dog
was known in 83.2% of cases. However, rabies observation of the biter dog following the
attack was only reported in 59.4% of cases. Situations involving aggression were related to
dogs having escaped from their home (18.7%) or roaming free on the streets (17.0%). The
analysis of biting dog characteristics using information obtained from dog bite victims and
biting dog owners can help direct the medical treatment for dog bite victims.
Moreover, concepts of responsible dog ownership can reduce the occurrence of bites.

Keywords: dogs, aggression, bites and stings, rabies, post exposure prophylaxis

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS AGRESSOES POR CAES SOB O PONTO
DE VISTA DO CAO AGRESSOR E DAS VITIMAS.

RESUMO

O presente estudo buscou caracterizar as agressdes por caes, envolvendo dados sobre o animal
e sua vitima. Foi realizado um estudo exploratério transversal envolvendo 203 fichas de
habitantes que procuraram a rede publica de saude de Aracatuba, Sao Paulo, Brasil, em 2009,
ap6s sofrerem mordedura canina. Mais de 70% dos caes (92/129) eram machos, sendo a
maioria (71%) recebida como presente. A busca por companhia foi o principal motivo de
aquisicdo. Houve predominio do sexo masculino em criancas e do sexo feminino em idosos.
A maioria das criangas foi mordida na cabeca/pescoco, e dos adultos, nas maos/pés e
membros inferiores (p<0,0001). O proprietario do animal era conhecido em 83,2% dos casos,
sendo indicada apenas observacao do cdo em 59,4% dos casos. As principais situacdes que
envolveram as agressdes foram o cdo ter escapado (18,7%) ou permanecer solto na rua
(17,0%). A andlise de caracteristicas de cdes agressores com informagdes obtidas junto as
suas vitimas e proprietdrios pode auxiliar a conduta médica nesses casos. Além disso, ha
necessidade de maior responsabilidade na criacdo de cdes, pois conceitos de posse
responsavel podem reduzir a ocorréncia de mordeduras.

Palavras-chaves: caes, agressao, mordeduras e picadas, raiva, profilaxia pds-exposicao.
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DESCRIPCION DE LAS MORDEDURAS POR PERROS DESDE EL PUNTO DE
VISTA DEL PERRO AGRESOR Y DE LAS VICTIMAS.

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar los ataques de perros incluyendo datos
sobre el animal y su victima. Se realiz6 un estudio exploratorio de corte transversal a partir de
las fichas médicas de 203 habitantes que procuraron los servicios de la red publica de salud de
Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil, después de sufrir mordeduras de perros durante 2009. Més del
70% de los perros (92/129) eran del sexo masculino y la mayoria (71%) fue recibido como
regalo. El principal motivo para la adquisicion de los animales fue como animal de compafiia.
Dentro del perfil de personas agredidas, hubo predominio de nifios del sexo masculino y de
mujeres de edad avanzada. La mayoria de los nifios fue mordido en la cabeza / cuello y los
adultos en las manos, los pies y en las extremidades inferiores (p <0,0001). El propietario del
animal era conocido en el 83,2% de los casos, con la observacion de que el perro se indica
s6lo en el 59,4% de los casos. Los principales escenarios de agresion entubieron relacionados
con el perro escapando de casa (18,7%) o permaneciendo suelto en la calle (17,0%). El
andlisis de las caracteristicas de los perros agresores, de las victimas y de los duefios puede
auxiliar en el tratamiento médico en estos casos. Ademds, existe la necesidad de mayor
cuidado en la criacion de los perros, dado que el concepto de propiedad responsable puede
reducir la prevalencia de mordeduras.

Palabras clave: perros, agresion, mordeduras y picaduras, rabia, profilaxis post-exposicion.
INTRODUCTION

Epidemiological studies on the occurrence of dog bites have been conducted in Brazil
(1-6) and abroad (7, 8). However, the data recovered from a victim’s medical and rabies
prophylaxis records contain no information pertaining to the animal aggressors. Some studies
discuss the dogs involved in the attack; however, the majority of these studies were conducted
outside of Brazil (9-14).

In 2002 the reported number of individuals bitten by dogs in Brazil reached 424,092.
Of these, 237,731 individuals required treatment against rabies, resulting in an expense of
approximately R$ 17 million (15).

Between January 1998 and June 2010, 8,283 admissions attributed to incidents
involving dog bites were reported in Brazil. Of the 4,747 dog bite incidents that were reported
in southeast Brazil, 62.1% occurred within the state of Sdo Paulo. This high prevalence
highlights the importance of an epidemiological study of dog bites in Sdao Paulo and of
increased prevention efforts for the control of this type of accident (16).

According to Beaver (17), dog aggression is not a final diagnosis, but a behavioral
disorder that should be considered according to its causes. The predominant forms of dog
aggression include dominance (i.e., competitive aggression), self-defense (i.e., induced by
fear or pain), protection of objects or people (i.e., possessive aggression), territorial
aggression (i.e., against strangers or unknown dogs), aggression during play, and protection of
offspring (i.e., maternal aggression).

The body of literature pertaining to the situational and causal factors of dog bites is also
limited (10, 12-14). However, the epidemiological study of aggression in dogs has evolved
because of the changing perception towards the importance of understanding the
characteristics of the biting dog, in addition to the characteristics of victims.
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The objective of this study was to characterize the epidemiological aspects of reported
incidents of dog bites in Sdo Paulo, Brazil. We sought to describe incident dog bite cases by
victim demographics, biter dog demographics, information pertaining to the acquisition of the
dog, the type of aggression, and any situational factors that may have contributed to the dog
bite.

METHODS

The study was conducted in the city of Aracatuba, an 1167 km? area of land located in
the northwestern region of Sdo Paulo (21°12'41°S 50°25'34"W). In 2009, the estimated
population of Aracatuba was 182,204 inhabitants (18).

For this exploratory study, we established a population sample of 203 individuals
seeking post-exposure rabies treatment between January and December 2009. Data were
obtained after consulting the Epidemiological Surveillance Service of the Health Department
of Aragatuba. Information on dog bite victims was obtained from the W64 (CID10) form, an
anti-rabies care service within the Information System for Notifiable Diseases (SINAN). Dog
bite victims were contacted to complete a closed structured questionnaire administered by two
interviewers. Three attempts were made to contact each victim and, if possible, the dog
owner. In the event that the dog bite victim or dog owner was unable to be contacted, only the
data that were already contained in the SINAN W64 form were recorded.

Evaluation of the 203 W64 forms resulted in 183 interviews with dog bite victims. For
99 of these cases, it was also possible to interview the owner of the biter dog, which in many
cases was also the victim, to complete the interview. For 84 cases, it was not possible to
contact the owner to obtain more details about the biter dog. For example, the biter dog may
have been a stray dog with an unknown owner, or the victim may have been unwilling or
unable to recall the address of the owner. In these cases, only basic information was obtained
from the victim on the dog bite. Interviews were unable to be conducted for 20 cases.
Therefore, only information obtained from the SINAN form was available for analysis for
these cases. Reasons for a missing interview included refusal to participate in the study (n=6),
inability to contact the victim due to an incorrect address (n=6), the victim moved from the
given address (n=2), death of the victim for reasons other than a dog bite (n=2), or lack of
response after several attempts of contact (n=4). Due to missing values, the total number of
responses for each variable was not constant and did not consistently add up to the total
number of records analyzed (n=203).

The research project was submitted and approved by the Ethics Committee of the
Faculty of Dentistry of Aracgatuba, Sdo Paulo, UNESP (Case FOA-01065/09). Dog owners
received an information form about the research objectives and signed a consent form
agreeing to participate.

The variables analyzed pertaining to the biter dog included breed, sex, reproductive
status, age, size, origin (way of acquiring the dog) and rabies vaccination status. The variable
pertaining to the victim or to the dog owner included relation with the dog (e.g., victim,
neighbor, stray dog), primary reason for acquiring the dog, sex of the victim, age range of the
victim (e.g., child (0-12 years); adolescent (13 to 17 years); adult (18 to 59 years); and elderly
(over 60 years)), location of the bite incident (e.g., street, residence), anatomical area affected
by the bite of the biter dog, the victim’s medical treatment, the situation that triggered the dog
bite, provocation of attack, and biter dog aggression type. All information was recorded in a
database.

Continuous variables were analyzed using measures of central tendency and dispersion.
Categorical variables were analyzed using the Chi-square test or Fisher's exact test, depending
on the sample characteristics for each variable. Statistical analyses were performed using
BioEstat 5.0 (19).
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RESULTS

Mixed-breed dogs were responsible for 58.4% (80/137) of bites, while pedigrees were
responsible for 41.6% (57/137) of bites. Of the biter dogs, 19.3% (29/150) were considered
large, 46% (69/150) were considered medium, and 34.7% (52/150) were considered to be
small.

Among the 90 dogs whose age was reported, 48.9% (n = 44) were more than four years
old, 36.7% (n = 33) were between one and four years, and 14.4% (n = 13) were less than one
year old. The average age among biter dogs was 4.2 years.

Male dogs comprised 71.3% (92/129) of the biter dog population, while 28.7% (37/129)
of biter dogs were female. Furthermore, 96.3% (78/81) of male biter dogs were not neutered.
Among female biter dogs, 97.1% (34/35) were intact, while only one biter dog was spayed.
Statistical analysis using Fisher’s exact test showed no association between sex and
reproductive status (p = 0.6494).

The receipt of puppies as a gift was the main origin, corresponding to 71% (71/100) of
the total dogs for which origin was known. Fourteen dogs were purchased (14%), eight dogs
were found in the street and subsequently adopted (8%), and six dogs were born to a female
dog that had already belonged to the owner (6%). One owner did not know the origin of the
dog (Figure 1la). The reason for acquisition of the dog was variable; the most frequently
reported reasons for dog acquisition included companionship (n = 61/100; 61%) and
protection of the house (n = 25/100; 25%) (Figure 1b).

The average age of the victims was 35.4 years old; ages ranged between one and 96
years old. Approximately half of victims were male (n = 104/203; 51.2%) and half were
female (n = 99/203; 48.8%). Using the Chi-square test, the gender of the victims was
significantly associated with their age (p = 0.0431), indicating that there were a greater
proportion of younger males bitten (62.7%) than younger females (37.3%). Similarly, older
victims were more likely to be female (n = 22/34; 64.7%) when compared to male victims (n=
12/34; 35.3%).

In children, the predominant areas of the body targeted by bites were head and neck (n =
25/51; 49%) and lower limbs (n = 9/51; 17.6%). In adults and older victims, areas of the body
targeted by bites included extremities, including hands and feet (n = 65/139; 46.8%) and the
lower limbs (n = 34/139; 38.9%). Age of the victim was significantly associated with the area
of the body targeted by bites (p < 0.0001) - Figure 2.
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Figure 1. a) Origin of biter dogs in Aracatuba, SP, Brazil, 2009. b) Primary reason for acquiring biter
dogs in Aragatuba, SP, Brazil, 2009.
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Figure 2. Anatomical areas directly affected by dog bites according to age range of victims in
Aracatuba, SP, Brazil, 2009.

The owner of the biter dog was known in 83.2% of bite cases recorded in our study.
The most frequently reported owner of the biter dog included a neighbor or the victim,
accounting for 26.2% (n = 50/191) and 25.7% of cases (n = 49/191), respectively. The biter
dog belonged to a relative or friend in 16.2% of cases (n = 31/91) and was a stray or free
roaming animal in 16.7% of cases (n = 32/191). Six bites occurred while the victim was
working; occupational bites included bites to community health workers, bites to mail
delivery employees, bites to individuals leaving brochures through the gate of the dog’s
household, and bites to employees from a company guard dog.

Approximately half of the aggressions occurred in the residence of the biter dog (n =
92/186), while 45.2% (n = 84/186) in occurred the street, and 5.4% (n = 10/186) occurred in
other locations.

The proportion of biter dogs that were vaccinated for rabies was 56% (n = 94/168);
unvaccinated dogs accounted for 20.2% (n = 34/168) of biter dogs, while those with unknown
vaccination status accounted for 23.8% (n = 40/168) of biter dogs.
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When medical treatment of victim is concerned, observation of the biter dog was
recommended in 59.4% (n = 120/202) of cases. Rabies vaccination was reported in 30.7% of
people (n = 62). Of these, 28 (13.9%) were also responsible for observing the biter
dog. Twenty people (9.9%) received rabies vaccine and serum.

The situations that triggered the dog bite can be found in Table 1. The most frequently
reported situations included dogs that escaped from their homes (18.6%), dogs that were
roaming free in the streets (16.9%), and dogs that attacked without provocation. An act from
the victim that resulted in or encouraged the attack by the dog was recognized in 47% (n =
86/183) of cases.

The most frequently reported type of aggression was dominance. A sub-category of
dominance included “addicted biter dogs”, defined as dogs that bite as a compulsive behavior
(Table 2).

Table 1. Situations that triggered dog bites in Aragatuba, SP, Brazil, 2009.

Situation N %
Dog escaped from its home 34 18.6
Dog was roaming free in the streets 31 16.9
Victim approached or enter the territory of the dog 24 13.1
Victim tried to separate a dog fight 15 8.2
Aversive handling by the victim 14 7.7
Victim played with or near the dog 11 6.0
Aggression over food 10 5.5
Victim intentionally hit the dog 7 3.8
Victim unwittingly hit the dog 6 3.3
Feral dog 6 3.3
Victim routinely manitulated the dog 6 33
Dog was jealous of a child or another dog 5 2.7
Trying to save injured dog in traffic 5 2.7
Another situation 9 4.9
Total 183 100.0

Table 2. Types of aggression exhibited in biter dogs in Aracatuba, SP, Brazil, 2009.

Type of aggression N 9%
Dominance 90 53.6
Self-defense (i.e. induced by pain or fear) 33 19.6
Territorial 30 17.9
Redirected (i.e. separating dog fight) 13 7.7
Protection (i.e. owner, puppies) 2 1.2
Total 168 100
DISCUSSION

This research identified a higher proportion of dog bites from mixed-breed dogs, a
result corroborated by other research findings (12-14, 20). Among the pedigree dogs, the
proportion was not detailed due to the potential bias in the information provided by the
victim. While some breeds are considered dangerous and regulated by laws in many countries,
they are not the most frequently reported dog breeds responsible for attacks and disorders
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committed against persons (12, 13, 21). The fact that many breeds are represented by only one
individual also makes such analysis difficult (12).

Similar to our findings, attacks by medium to large dogs, compared to small dogs, were
the most frequently reported attacks according to Gershman, Sacks and Wright
(11), Schalamon et al. (14), Rosado et al. (13), and data obtained from the public health
system. This finding, however, may be biased due to the underreporting of small dog attacks.
Because small dogs are more likely to inflict only minor damage, attacks by small dogs are
less likely to be reported and therefore may be underestimated (12). In this study, few biter
dogs were less than one year old. A previous study conducted in Aragatuba, Sdo Paulo
(22), found that 45.5% of biter dogs sent for rabies diagnosis were less than one year old,
while only 20.3% were over four years old. However, during that study period, an outbreak of
rabies occurred in the study area (1993-1997). Therefore, any animal that had attacked a
person during this time was submitted for rabies diagnosis. Because biting is a normal
behavior for dogs less than one year old, especially when playing, it is possible that people do
not find it important to seek medical care after being bitten by a dog less than one year old in
the absence of a rabies outbreak.

The predominance of males among biter dogs in our study is consistent with the
previous study conducted in the same geographic region, where 68.4% of biters were male
dogs (22). The results of this study also agree with those published by Gershman et al.
(11), who found higher rates of aggression by intact male dogs compared to female or
neutered dogs in the United States. In other countries, however, research shows most
aggressive dogs are neutered (12, 20, 23). This may be related to cultural and socio-economic
differences between countries. For example, Brazil may not yet be able to afford or prioritize
the sterilization of pets to preserve the health of humans and animals.

Similar to the present paper, the municipal kennel of Ibitina, Sdo Paulo (24), also found
that the most common routes of dog acquisition were to receive the pet as a gift, to purchase
it, or to find the abandoned animal on public streets. When the animal was purchased, the
majority of participants indicated that the animal was under his or her care to provide security
or company for the family. Approximately 90% of dog adoptions in the kennel occurred
because the person enjoyed and sought the company of animals (25). Similar reasons have
been identified for the replacement of dogs in homes that previously had a dog euthanized due
to a leishmaniasis outbreak that had recently occurred in the municipality of Aracatuba
(26). Acquisition of animals that do not involve planning and agreement between all family
members, such as the acceptance of animals as a gift, can increase the abandonment of dogs.
Abandoned dogs are often not taken to the municipal kennels, but are set loose on the streets,
increasing the risk of dog bites to people by stray dogs.

Studies conducted by Guy et al. (12) and Cornelissen and Hopster (10) indicate that
adults were the most frequently reported victims of a dog attack. In addition, males have been
identified in several other studies as the most common gender affected by animal attacks (1-5,
10, 27, 28). In this study, males were more frequently reported as victims of dog bites among
children and adolescents, similar to findings reported in Brazil (3, 4, 6) and other countries (7,
13, 14, 27). Garcia et al. (4), Alonso (5), Frias, Lages and Carvalho (6), have attributed this
fact to a growing percentage of children living with animals and increased activity between
children and dogs that includes rough games, especially among boys. According to our
records, some children who suffered bites had intentionally hit the dog while playing.

Among adults and the elderly, a greater proportion of victims were female, as also
observed in age groups described by Carvalho, Soares and Franceschi (1), Frias, Lages and
Carvalho (6). According to Frias, Lages and Carvalho (6), adult or elderly women may spend
more time at home, thereby increasing exposure to potential dog bites from their own dogs.

In our study, children were most frequently bitten in the head and neck, while adults and
elderly where most frequently bitten in the extremities. This may be due to the difference in
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height between age groups and increased defense capabilities of adults. The high prevalence
of head and neck bites among children and extremities/limb bites among adolescents and
adults are widely reported within the scientific literature (3, 4, 10, 13, 14).

One important factor we analyzed was the familiarity between the victim and the biter
dog or biter dog’s owner. In our study, we found 83.2% of dog bite victims knew either the
biter dog or the biter dog’s owner. This data varies considerably within the literature, and
ranges from 71% to 88.5% (2, 14, 21, 22, 27). A victim that is familiar with the biter dog or
biter dog’s owner may have easier access to information regarding the vaccination history and
health condition of the biter dog, which can directly influence rabies post-exposure treatment
during medical care.

The percentage of victims bitten by their own dogs was similar to that observed by other
authors. Schalamon et al. (14) found that 24% of victims were bitten by their own dogs, while
34% of victims were bitten by a dog belonging to a friend or relative. Fatj6 et al. (20) reported
that 38.5% of victims were bitten by their own dog, while Cornelissen and Hopster (10) found
that only 28% of victims were bitten by their own dog. The highest percentage of victims who
were bitten by their own dog was reported in a study conducted by Rosado et al. (13), in
which 57% of biter dogs belonged to the immediate family of the victim, 28% to a neighbor,
12% to a relative, 3% to a friend, while 12% were stray dogs.

Approximately half of the dog bites examined in this study occurred within the
residence that the biter dog lived (92/186), while 45.2% occurred in the streets, and 5.4%
(10/186) occurred in other places. An increased number of dog bites in the household of the
biter dog was reported in the state of Sdo Paulo (4, 28) and in other countries, including the
United States (9, 23), Thailand (8), Belgium (21) and the Netherlands (10).

Due to the lack of information contained in the SINAN records in Brazil, the analysis of
rabies prophylaxis typically does not include variables related to the biter dog and the
environment where the aggression took place, Rigo and Honer (29) and Fortes et al. (3) warn
about the lack of such information, and suggest the inclusion of a new field in the SINAN
records that describe the owner or the ownership condition of biter dogs.

According to the owners, 56% of biter dogs had a current rabies vaccination. This
percentage is far below the Ministry of Health’s goal to have 80% of dogs vaccinated in
Brazil and is considered unsatisfactory. Other studies have identified that between 34.2% and
67.5% of biter dogs are vaccinated in Brazil (1, 4, 6, 22). Research conducted in other
countries has also reported low rates of vaccination (8, 27).

In the cases where the victim requires medical treatment, the percentage of animals
placed under rabies observation (59.4%) was similar to the studies of Garcia et al. (4) in Sao
Paulo (50.6%) and Carvalho et al.(1) in Maringd, PR (59.1%). In Brazil, the highest rate of
indication for treatment (91.3%) was reported in Araraquara, SP (5); the highest rate (81.6%)
of post-exposure vaccination in Brazil was reported in Jaboticabal (6), which also reported the
lowest proportion of animal observation (18.4%). However, the proportion of rabies serum
indicated in the present study (9,9%) was higher than previously reported (1, 6, 28, 29).

Surveys in other countries reported that the situation that triggered the dog bite was
often related to the interaction with the animal, including children playing with dogs or
aversive handling, such as medication, vaccination, and cleaning ears, among others (13, 14,
20, 27). The results of these studies corroborate our findings in the present paper, in which
we acknowledge the responsibility of the victim in nearly half of all cases.

Dominance aggression is the most common form of aggression (17), as verified in this
study. A similar result was observed by Guy et al. (12) in Canada, where the majority of bites
was due to dominance, followed by situations involving child games. It is important to know
the circumstances that involve animal bites and to characterize the most common types of
aggressive behavior. This information can be used to educate the population, establish
prevention programs, and reduce the number of dog bites in the city.
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We conclude that the analysis of the biter dogs, using information obtained from the
owners’ questionnaires, makes it possible to considerably expand the data extracted from the
SINAN form. Therefore, we suggest that additional fields be added to the SINAN forms that
pertain to biter dog characteristics. At the very least, inquiries pertaining to biter dog
characteristics should be made by hospital employees and recorded in the “observations” field
that is currently on the SINAN from. These actions will not only assist the course of medical
treatment required as a result of the attack, but will also benefit future epidemiological studies
and educational activities that target the population of dog bite victims.

Because pet dogs that had access to the streets were the most frequent aggressors in our
study, we also conclude that there is a need for greater responsibility in raising dogs. In
addition, many situations that resulted in dog bites could have been prevented if the principles
of responsible ownership were followed, such as not interfering with eating, not separating
dogfights, and not beating dogs.
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IMPLICACOES DO USO DO EXTRATO DE LBD (LIPOPROTEINAS DE BAIXA
DENSIDADE) OU DA GEMA DE OVO “PURIFICADA”, SOBRE A MOTILIDADE E
MORFOLOGIA ESPERMATICA NO SEMEN OVINO REFRIGERADO POR 24 OU

48 HORAS
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RESUMO

Objetivou-se estudar os efeitos da substituicdo da gema de ovo in natura pela gema de ovo
“purificada” (Gp) ou pelo extrato de lipoproteina de baixa densidade (LBD) em meios
diluidores, sobre a motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP), retencdo acrossomal
(RA) e o percentual de cauda espermética dobrada (CED), de s€émen ovino refrigerado. Vinte
ejaculados, de 5 carneiros da raca Dorper foram diluidos em meios Glicina Gema Leite (GGL
- controle), Glicina Gema “purificada” Leite (GGpL) ou Glicina Extrato Leite (GEL),
refrigerados por 24 ou 48 horas e submetidos a teste de exaustao de 120 minutos. Anélise da
MT e MP foi realizada em HTMA (IVOS 12) em cinco momentos: MO - imediatamente apds
a diluicao, M1 e M3 - apés a refrigeragdo por 24 ou 48 horas respectivamente; M2 e M4 -
apos refrigeragdo de 24 ou 48h e incubacgdo por 120 minutos a 37°C. Em microscopia de
contraste de fase, empregando-se preparagdes imidas com solu¢do de glutaraldeido, avaliou-
se a RA e o percentual de CED nos momentos M0 ao M4. A MT nado foi influenciada pelo
tempo de refrigeracdo independente do meio utilizado (P>0,05), porém declinou (P<0,05)
apos a refrigeracdo/exaustdo (M2 e M4). A MP declinou em 48h de refrigeragdo independente
do meio utilizado, obtendo-se melhores resultados no meio GEL, neste momento (M3), em
relagcdo ao controle (P<0,05). A exaustdao também fez diminuir a MP apds os dois tempos de
refrigeracdo, porém no M2 o meio GGpL apresentou valor superior em relagdo ao controle
(P<0,05). O processo de refrigeracdo e incubacdo pos-refrigeracio ndo depreciou
substancialmente a qualidade da morfologia espermdtica, sendo que em nenhum dos
momentos as médias da RA foram inferiores a 93,8% e as da CED superiores a 5,4%. Os
meios GGpL e GEL preservaram inalterada a RA durante a refrigeracao por 24 ou 48 horas.
Houve declinio da RA apds a exaustao (M2 e M4, P<0,05), porém o meio GGpL apresentou
melhor desempenho no M4 (P<0,05). Nao houve efeito do meio sobre a ocorréncia de CED,
entretanto o GGpL preveniu o aumento do dobramento de cauda espermdtica em todos os
momentos estudados. Conclui-se ser possivel a substituicdo da gema de ovo in natura pela Gp
ou pelo extrato de LBD no meio GGL para a refrigeragdo do s€émen ovino por até 48 horas,
sem prejuizos aos parametros espermaticos de motilidade e morfologia.

Palavras-chave: lipoproteinas de baixa densidade; ovino; s€émen refrigerado.
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IMPLICATIONS OF THE USE OF EXTRACT LDL (LOW DENSITY
LIPOPROTEIN) OR THE EGG YOLK "PURIFIED" ON MOTILITY AND
MORPHOLOGY IN OVINE SEMEN COOLED TO 24 OR 48 HOURS

ABSTRACT

The objective was to study the effects of substitution of fresh egg yolk for egg yolk "purified"
(EYp) or the extract of low-density lipoprotein (LDL) in extenders on the total motility (TM)
and progressive motility (PM), acrosomal retention (AR) and the percentage of sperm tail
folded (STF) in sheep semen cooled. Twenty ejaculates from five Dorper sheep were diluted
in extender Glycine Yolk Milk (GGL - control), Glycine “purified” Yolk Milk (GGpL) or
Glycine Extract Milk (GEL), cooled for 24 or 48 hours and subjected to the test depletion of
120 minutes. Analysis of TM and PM was held in HTMA (IVOS 12) in five moments: MO -
immediately after dilution, M1 and M3 - after refrigeration for 24 or 48 hours respectively,
M2 and M4 - after 24 or 48 hours of cooling and incubation for 120 minutes at 37°C. In
microscopy of phase contrast, using wet preparations with glutaraldehyde, we assessed the
RA and the percentage of the STF at MO to M4. TM was not affected by chilling time
regardless of medium used (P>0.05), but declined (P<0.05) after the cooling / exhaust (M2
and M4). The PM declined by 48 hours regardless of the cooling extender used, obtaining
better results using GEL, at the moment (M3), compared to control (P<0.05). The exhaust
also decreased the PM after two moments of refrigeration, but in the middle GGpL in M2
showed a value higher than the control (P<0.05). The process of cooling and incubation post-
cooling is not depreciated substantially the quality of sperm morphology, and in any of the
times the mean RA was less than 93.8% and of the STF above 5.4%. The extenders GEL and
GGpL preserved unchanged the RA during cooling for 24 or 48 hours. There was a decline
after the exhaustion of RA (M2 and M4, P<0.05), but the extender GGpL performed better on
the M4 (P<0.05). There was no effect of environment on the occurrence of STF, however the
GGpL prevented the increase of the bending of sperm tails at all times studied. Then it's
possible to replace the fresh egg yolk by the EYp or the extract of LDL in the extender for
cooling GGL sheep semen for up to 48 hours, without altering the parameters of sperm
motility and morphology.

Keywords: low density lipoprotein; ram; cooling semen.

IMPLICACIONES DEL USO DE EXTRACTO LBD (LIPOPROTEINA DE BAJA
DENSIDAD) O DE YEMA DE HUEVO "PURIFICADA'" EN LA MOTILIDAD Y
MORFOLOGIA ESPERMATICA DEL SEMEN OVINO REFRIGERADO DURANTE
24 O 48 HORAS

RESUMEN

El objetivo fue estudiar los efectos de la sustitucion de la yema de huevo fresco por la yema
de huevo "purificada" (YHp) o el extracto de la lipoproteina de baja densidad (LBD) en los
diluyentes, sobre la motilidad total (MT) y la motilidad progresiva (MP), la retencién
acrosomal (RA) y el porcentaje de cola espermdtica plegado (CEP) en el semen ovino
refrigerado. Veinte eyaculados de cinco carneros raza Dorper fueron diluidos en los medios
Glicina Yema Leche (GGL - control), Glicina Yema purificado Leche (GGpL) y Glicina
Extracto Leche (GEL), refrigerado por 24 o 48 horas y sometidos a la prueba de agotamiento
por 120 minutos. El andlisis de MT y MP se llevé a cabo en HTMA (IVOS 12) en cinco
momentos: MO - inmediatamente después de la diluciéon, M1 y M3 - después de la
refrigeracion durante 24 o 48 horas, respectivamente, M2 y M4 - después de 24 o 48 horas de
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refrigeracion y la incubacién durante 120 minutos a 37°C. En la microscopia de contraste de
fase, utilizando preparaciones en fresco con glutaraldehido, se evalu6 la RA y el porcentaje de
la CEP de MO a M4. La MT no se vio afectada por el tiempo de refrigeracion,
independientemente del medio utilizado (P>0,05), pero se redujo (P<0,05) posterior al
periodo de refrigeracion/agotamiento (M2 y M4). La MP declin6 a las 48 horas,
independientemente del medio de refrigeracion utilizado, obteniéndo-se mejores resultados
con el uso de GEL, en el momento (M3), en relacion con el control (P<0,05). El agotamiento
también redujo el MP después de dos tiempos de refrigeracion, pero en el M2, el medio de
GGpL mostré un valor mas alto que el de control (P<0,05). El proceso de refrigeracion y la
incubacién después de la refrigeracion, no disminuy6 sustancialmente la calidad de la
morfologia de los espermatozoides, y en ninguna de las veces la media de RA fue inferior al
93,8% y de la CEP, superior a 5,4%. Los medios de GEL y GGpL conservan la RA sin
cambios durante el enfriamiento de 24 o 48 horas. Se observé una disminucién después del
agotamiento de la RA (M2 y M4, P<0,05), pero el medio GGpL presenté mejores resultados
en el M4 (P<0,05). No hubo efecto del medio sobre la incidencia de la CEP, sin embargo, el
GGpL impidi6é el aumento de la curvatura de la cola de los espermatozoides en todo los
momentos estudiados. Se concluye, que es posible sustituir la yema de huevo fresca por la
yema de huevo purificada o el extracto de LBD en el medio GGL para la refrigeracion de
semen ovino para un maximo de 48 horas, sin alterar los pardmetros de motilidad y la
morfologia espermdtica.

Palabras clave: lipoproteinas de baja densidad; ovino; semen refrigerado.
INTRODUCAO

Com o aumento na demanda por carne de qualidade, a criacdo de ovinos se tornou uma
alternativa de ganho extra para os produtores. Visando viabilizar economicamente essa
producdo € necessario um incremento no manejo reprodutivo, buscando um melhor
aproveitamento do potencial produtivo das matrizes e reprodutores.

As biotécnicas envolvendo a manipulacio do sémen vém se aprimorando, e
proporcionando a utilizacdo de reprodutores geneticamente superiores em um maior nimero
de matrizes durante o periodo de estacdo de monta, a partir da expansdo do ejaculado com
meio diluidor, e a utilizacdo de técnicas de inseminagdo artificial.

O meio diluidor exerce importante papel no processo da preservacdo dos
espermatozdides. Nas ultimas décadas, dezenas de formulagdes de meios diluidores tém sido
propostas e vdrios tipos de substancias crioprotetoras foram incorporados em suas
composi¢des. As substancias, com reconhecida ag¢do crioprotetora, atualmente mais utilizadas
sdo a gema de ovo e o glicerol.

Devido seu efeito benéfico sobre a conservacdo de espermatozoides, a incorporagdo de
gema de ovo (1,5 a 50%) aos diluidores € de uso consagrado sendo o constituinte mais
prevalente em boa parte das formulacdes. A gema de ovo associada a outros ingredientes
previne o choque térmico, preserva a motilidade e a integridade das membranas plasmatica e
acrossomal (1). Atua também, como um protetor osmoético, permitindo uma maior tolerancia
dos espermatozoides a solugdes hipo e hiperosmoticas. A protecdo que exerce durante a
criopreservacdo se deve a sua aderéncia a membrana plasmatica, especialmente dada pela
fracao das lipoproteinas de baixa densidade (LBD) (2, 3).

Porém, nos ultimos anos a sua utilizacdo tem sido questionada devido a variabilidade na
composi¢do e risco sanitdrio em veicular agentes microbioldgicos especifico para regides
isenta, consequente a deficiente rastreabilidade de sua origem. Ha também um constante risco
potencial de contaminacao por micro-organismos como bactérias e micoplasmas, que podem
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acarretar na geracdo de endotoxinas deletérias a capacidade fertilizante do espermatozoide (4,
5).

Virias técnicas de refrigeracdo sdo empregadas utilizando-se geladeira e containers de
transporte. Com 1isso, surgiu a necessidade de aprimorar e testar meios diluidores para
preservar os espermatozéides, por um maior periodo de tempo, mantendo a motilidade, a
integridades das membranas e sua capacidade fertilizante.

Neste contexto, propde-se avaliar a utilizacdo do extrato de lipoproteinas de baixa
densidade (LBD) e da gema de ovo “purificada”, como constituintes de meios diluidores
utilizados na refrigeracdo do s€men ovino.

MATERIAL E METODOS
Animais experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biotecnologia Aplicada a
Reproducdo de Ovinos e Caprinos do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
Veterindria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia — UNESP — Botucatu — SP.

Foram selecionados por meio de exame androlégico 5 carneiros da raca Dorper com
idade entre 1 e 4 anos. Todos os animais foram pesados (51 Kg a 100 Kg), vermifugados e
mantidos, durante o periodo experimental, sob as mesmas condi¢des de instalacoes,
alimentag@o e manejo.

Delineamento experimental

O sémen foi colhido por meio de vagina artificial aquecida a 42°C com copo coletor
graduado pré-aquecido a 37°C. Foram colhidos 4 ejaculados de cada carneiro, perfazendo um
total de 20 amostras. Apds andlise em suas caracteristicas macro € microscopicas as amostras
foram diluidas, nos trés meios diluentes, constituindo-se assim os trés tratamentos
experimentais pareados com a seguinte denominagao:

GGL - Fragdo diluida em meio Glicina Gema Leite e considerada como controle dos
demais tratamentos;

GGpL - Fracido diluida em meio Glicina Gema “purificada” Leite;

GEL - Fracgao diluida em meio Glicina Extrato Leite.

Para cada tratamento foram constituidas duas aliquotas a fim de serem refrigeradas por
24 horas ou 48 horas, perfazendo-se entdo seis aliquotas para cada coleta. Ao final do periodo
de refrigeracdo (24 ou 48 horas), um conjunto de aliquotas representando cada tratamento, foi
destinado ao Teste de Exaustdo com duragdo de 120 minutos.

Em cada uma dessas etapas o s€émen foi avaliado quanto as caracteristicas de cinética e
morfologia espermdticas constituindo-se cinco conjuntos de andlises de acordo com o
momento de sua realizagao:

MO - (Momento 0): imediatamente apos a adi¢do dos meios diluidores;

M1 — (Momento 1): apés refrigeragdo por 24 horas;

M2 — (Momento 2): apds refrigeragdo por 24 horas, e com 120 minutos do teste de
exaustao;

M3 — (Momento 3): apds refrigeragao por 48 horas;

M4 - (Momento 4): apds refrigeracdo por 48 horas, e com 120 minutos do teste de
exaustao.

Confecciao dos meios diluentes
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Foram confeccionados trés meios com base no diluente Glicina Gema Leite, isentos de
glicerol (6) sendo na formulacdo original empregada a gema de ovo in natura (20%),
constituindo-se o controle GGL, e os outros dois denominados meio Glicina Gema
“purificada” Leite (GGpL) pela substituicdo do constituinte gema de ovo pela gema de ovo
“purificada” na formulagdo e meio Glicina Extrato Leite (GEL) pela substituicdo do
constituinte gema de ovo pelo extrato de LBD na formulagao.

Foram coletadas as gemas de dez ovos frescos provenientes de galinhas criadas e
mantidas em sistemas de producdo segundo o conceito orgdnico e com alimentagdo variada.
Os ovos foram quebrados manualmente sendo separada a gema do albimen. Para total
remog¢ao da chalaca e dos restos de albimen impregnados na membrana vitelinica, as gemas
foram cuidadosamente roladas em papel filtro. Seu contetido foi coletado em um Becker
mantido em gelo, formando um pool de aproximadamente 150 mL e dividido em 3 frac¢des
para confeccdo dos meios GGL, GGpL e GEL.

Purificaciao da gema de ovo

A purificagcdo foi feita tendo como base alguns passos da extragdo das LBD, com o
objetivo de remocdo por centrifugacio e didlise, de grumos, particulas sélidas e eletrélitos
presentes na gema de ovo in natura.

Parte do pool das gemas de ovo, foi separada, e diluida 1:1 em solucao salina isotonica
(0,17M NaCl) e homogeneizada por uma hora em agitador vortex sob refrigeracdo a 4°C,
sendo em seguida centrifugada (I°cent.) a 10.000 x g por 45 minutos a 4°C e o sobrenadante
centrifugado novamente (2°%ent.), para remo¢do completa dos granulos. Apds as
centrifugacdes, o sobrenadante foi dialisado por um periodo minimo de 8 horas tendo como
eluente a 4dgua destilada, em reservatério de troca de 1000 mL, num sistema de fluxo
continuo, com volume de troca de 125 mL/hora e em temperatura controlada entre 4 e 5,5°C.
Foi utilizada membrana de celulose regenerada, com tamanho de 33x2Imm, de peso
molecular de 12.000-16.000 e porosidade de 25 angstrons (INLAB Diagndstica — Céd. 133 —
Diadema — SP). Cada membrana tinha capacidade maxima, calculada conforme dimensdes, de
90 mL. Observava-se o maximo preenchimento da membrana para minimizar a entrada de
eluente, evitando-se a diluicdo da solucdo. Apds a didlise foi realizada nova centrifugacdo
(3“%ent.) por 45 minutos a 10.000 x g sob refrigeracao a 4°C. O sobrenadante “purificado” foi
coletado e armazenado no freezer de -20°C em tubos tipo Falcon de 50 mL, para posterior
confeccdo do meio GGpL.

Extracao das LBD

A extracdo das LBD foi realizada seguindo o método descrito por Moussa et al. (2).
Para isto, a gema de ovo foi diluida 1:1 com solug¢do salina isotonica (0,17M NaCl) e
homogeneizada por uma hora em agitador vortex, e sob refrigeracdo a 4°C., em seguida
centrifugada (I°cent.) por 45 minutos a 4°C por 10.000 x g e o sobrenadante centrifugado
novamente (2°%ent.) por igual tempo, intensidade e temperatura, para remog¢ao completa dos
granulos. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amonia saturado (40%) e o pH ajustado
para 8,7 com solucdo de hidréxido de sédio (NaOH - 0,1M), homogeneizado por uma hora
sob refrigeracdo (4°C). Na sequéncia a solugdo foi centrifugada (3“%ent.) a 10.000 x g por 45
minutos a 4°C, sendo o sobrenadante coletado e dialisado conforme descrito no processo de
“purificacdo”. Apés a didlise, foi realizada a ultima centrifugacdo (4cent.), novamente a
10.000 x g por 45 minutos e o sobrenadante residual, rico em LBD foi coletado. O extrato foi
entdo acondicionado em tubos tipo Falcon de 50 mL, armazenados em freezer de -20°C, para
posterior confec¢ao do meio GEL.
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Analise da motilidade e morfologia espermatica

A andlise das motilidades foi realizada utilizando-se Hamilton Thorn Motility Analyser
— HTMA (IVOS 12 — Hamilton Research — Beverly, MA, USA) em camara de Makler a 37°C.
Avaliou-se em trés campos, o primeiro escolhido pelo operador e outros dois aleatérios, os
parametros (7):

e MT - Motilidade total (%);

® MP - Motilidade progressiva (%).

Para a andlise da morfologia espermdtica foram diluidos 10 uL. de s€émen de cada
aliquota, em 500 puL de solucdo de Glutaraldeido a 0,2% aquecida a 37°C. A preparacdo foi
acondicionada em microtubos de fundo conico de polipropileno de 1,5 mL. As andlises foram
realizadas em microscopia de contraste de fase com aumento de 1000x sob imersao por meio
de preparacOes umidas, classificando duzentas células por preparacio (8). Nas andlises dos
dados, foram consideradas a reteng¢ao acrossomal (RA%) e o percentual de cauda espermética
dobrada (CED%).

Diluicdo do sémen

O volume ejaculado foi determinado pela graduag¢do do copo coletor e 10 uLL de sémen
foram diluidos em 4 mL de 4dgua destilada (taxa de dilui¢do de 1:400 — volume:volume — v:v)
para determinacao da concentracio espermatica em camara de Neubauer.

Determinada a concentracio espermética, as amostras foram diluidas na propor¢ao final
de 1 x 10° espermatozoéides/100 puL, nos trés meios, em microtubos de fundo conico de
polipropileno de 600 upL, de tal maneira a ocupar a capacidade maxima do recipiente,
minimizando a presenga de ar. Para cada meio foram constituidas duas aliquotas a serem
refrigeradas por 24 ou 48 horas.

Antes do inicio da refrigeracdo, os microtubos com o s€émen diluido foram mantidos em
bloco térmico a 37°C, e de cada aliquota foi tomada uma amostra de 10 uL e diluida na
propor¢io 1:20 (v:v) numa solugdo de X-Cell® (IMV Thechnologies (IMV), Franga) para
realizacdo das andlises da motilidade e morfologia espermatica (MO).

Refrigeracao do sémen e teste de exaustao

As aliquotas foram transferidas a um dispositivo para refrigeracdo com capacidade para
12 microtubos (2 carneiros, 6 amostras cada um), que havia sido mantido em estufa a 37°C
(9). O conjunto foi entdo levado a geladeira (Minitiib 518C® - Minitiib do Brasil Ltda), a 5°C,
por até 48 horas.

As amostras destinadas a andlise e teste de exaustdo, apds 24 horas de refrigeracdo,
foram retiradas todas de uma s6 vez, reduzindo-se assim o tempo de abertura da geladeira e
evitando-se o risco de elevacdo da temperatura interna. Estas foram transferidas para
microtubos de fundo conico de polipropileno de 1,5 mL, aquecidas e estabilizadas em bloco
térmico a 37°C, sendo acrescido 30% do meio diluente original a aliquota inicial em cada
tratamento (GGL, GGpL e GEL) (10). A seguir realizou-se uma dilui¢cao de 1:20 (v:v) em
solucdio X-Cell® para proceder-se as andlises computadorizada da motilidade e morfologia
espermatica de tratamento (M1).

As aliquotas foram submetidas ao teste de exaustao no bloco térmico a 37°C durante
120 minutos sendo repetidas as andlises aos 120 minutos (M2) da incubacdo (8).

Os mesmos procedimentos e andlises foram realizados ap6s 48 horas de refrigeracao
(M3) e durante o teste de exaustdo (120 minutos — M4).
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Analise estatistica

Como havia interesse em se comparar os tratamentos € os momentos, os dados foram
analisados em um delineamento de blocos ao acaso, com trés tratamentos (GGL, GGpL e
GEL), cinco momentos (M0 a M4) e cinco blocos (carneiros). Para a analise dos dados
utilizaram-se as médias dos valores obtidos das quatro amostras. As variaveis apresentaram
distribuicado normal e homogeneidade de variancias, sendo utilizada a andlise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de 5% (11). Foi
utilizado o programa SPSS 16.0 para software Windons® (Statistical Package for Social
Sciences, Inc., Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, os vinte ejaculados obtidos dos 5 carneiros apresentaram volume médio
de 1,41 + 0,26 mL e uma concentragdo média de 4,71 £ 1,08 x 10° espermatozdéides/mL. O
sémen utilizado encontrava-se dentro dos padrdes da espécie, pois segundo Henry e Neves
(12) e Karagiannidis et al. (13), o volume médio do ejaculado ovino € de aproximadamente
0,7 a 2 mL e para Boundy (14) a concentracdo espermdtica ¢ de 3,5 a 6,0 x 10°
espermatozéides/mL.

O procedimento de diluicdo na solugdo de X-Cell® fez-se necessdrio pela alta
concentracdo espermadtica das amostras, que inviabiliza a andlise computadorizada devido ao
cruzamento das trajetorias dos espermatozoéides (15).

Os valores médios e respectivos desvios padrao das MT e MP apds as diluicdes nos
meios Glicina Gema Leite (GGL), Glicina Gema purificada Leite (GGpL) e Glicina Extrato
Leite (GEL), ap6s a refrigeracao e teste de exaustao, sdo apresentados na Tabela 1.

A MT nao diferiu (P>0,05) apds refrigeracdo de 24 e 48 horas em relagdo a0 momento
imediatamente apds a adi¢do dos meios diluidores, em nenhum dos tratamentos, entretanto,
observou-se diferenca significativa (P<0,05) em seus valores apds o teste de exaustao.

A MP declinou em 48h de refrigeracdo independente do meio utilizado. Em dois
momentos houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos. No M2 (teste de exaustdo 120
minutos) a média do GGpL (39,7%) foi igual ao GEL (28,9%) e superior ao controle GGL
(21,5%). De forma semelhante, no M3, ap6s 48 horas de refrigeracdao, a média do GEL
(49,2%) foi igual ao GGpL (41%) porem superior ao controle GGL (31,2%).

Trabalhando com sémen ovino refrigerado a 15°C, Gil et al. (5), compararam o meio
comercial (Bioexcell® - IMV, L’Aigle, Franca) com meios diluidores glicerolizados e a base
de leite contendo diferentes concentragdes de gema de ovo e constataram ndo haver efeito do
aumento na concentracdo de gema de ovo acima de 10%, sobre as motilidades
total/progressiva. No presente estudo foi utilizado gema de ovo na concentragdo de 20% para
o grupo GGL e GGpL.

Moussa et al. (2) fizeram dois experimentos com sémen bovino comparando meios
comerciais, Triladyl® (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha) a base de gema de ovo e Biociphos®
(IMV, L’ Aigle, Franca), a meios com diferentes concentragdes do extrato de LBD (2,5, 5, 10,
15 e 20%). Estes autores obtiveram resultados superiores de motilidade com Biociphos® e no
meio com 10% de LBD, em comparagdo ao Triladyl®. No segundo experimento compararam
diluidores com concentracdes entre 5 e 10% de LBD com os meios comerciais e concluiram
que 8% € a concentragdo ideal. A concentracdo de LBD (8%) no diluente GGL, do presente
estudo, foi definida segundo Moussa et al. (2).
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo dos parametros de cinética espermatica (motilidades)
avaliados no sistema computadorizado do sé€men ovino pré-refrigeracdio (MO), pOs-
refrigeracdao 24 (M1) e 48 (M3) horas, teste de exaustdo 24 horas 120 (M2) minutos e 48
horas 120 (M4) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracao (h)
Meios 24 48
Mo M1 M2 M3 M4
Motilidade total - %
GGL 01,844,2% 87.4+144*  49,0425,1° 71,7+27,7% 23,5+18,7°
GGpL 90,4+6,0°  90,5+6,9*°  66,8+23,1% 74,3+20,0%° 28.8423.0°
GEL 90,5454  90,624,6°  49,6437,5° 83,4+18,8° 39,7437,1°
Motilidade progressiva - %

GGL 62,1+8,0* 51,1+14,4* 21,5+16,8°8  31,2+17,3"8 6,1+6,3¢
GGpL 64,6+52°  61,8+10,2* 39,7+19,8"*  41,0¢17,7"*®  11,3%14,3°
GEL 66,4+4.6*  56,9+142% 289423 9B 4924189 21,0422.7°

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P<0,05 pelo teste de Tukey.
Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P<0,05 pelo teste de Tukey.
GGL - Meio Glicina Gema Leite; GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite; GEL - Meio Glicina Extrato Leite.

Corcine et al. (16) em estudo com sémen canino refrigerado a 5°C utilizando como base
o meio Tris-Glucose (TG) com diferentes concentracdes de LBD (6, 8 e 10%) comparado ao
controle com 20% de gema de ovo, obtiveram motilidade superior (P<0,01) em todos os
momentos da refrigeragdo (24, 48, 72 e 96 horas) nos meios com LBD em compara¢do ao
controle.

A MT nao foi influenciada pelo tempo de refrigeracdo independente do meio utilizado
(P>0,05), porém declinou (P<0,05) apds a refrigeracao/exaustio (M2 e M4). Sousa (17),
avaliando o desempenho do sémen ovino em sistema de refrigerago e transporte (Equitainer®
- Hamilton-Thorne Research, Beverly, MA, USA) utilizando o meio GGL com 20 % de gema
de ovo, obteve declinio da MT e MP apos teste de exaustdo condizente com os resultados
obtidos neste experimento. Para Maxwell e Salamon (18), o declinio da motilidade e da
integridade morfologica dos espermatozoides sdo as mudangas mais observadas na
refrigeracdo do s€émen ao longo do tempo.

Os parametros de retencao acrossomal (RA) e percentual de cauda espermética dobrada
(CED) sao apresentados na Tabela 2. O processo de refrigeracao e incubagao pos-refrigeracao
ndo depreciou substancialmente a qualidade da morfologia espermatica, sendo que em
nenhum dos momentos as médias da IA foram inferiores a 93,8% e as da CED superiores a
5,4%. Segundo Maxwell e Salamon (18) e Salamon e Maxwell (19), a gema de ovo atua
prevenindo mudancas degenerativas do acrossomo.

A gema de ovo € um componente comum na composi¢do dos meios diluidores,
protegendo as células espermadticas contra o choque térmico e osmoético no processo de
criopreservacao (18-21). Atua na superficie da membrana espermatica, restaurando a perda de
fosfolipidios, prevenindo a ruptura da membrana plasmatica (22). Os fosfolipidios que
compde a fracdo das LBD conferem protecdo aos espermatozoides durante o processo de
refrigeragao (2, 23).

Os meios GGpL e GEL preservaram inalterada a RA durante a refrigeragdo por 24 ou
48 horas. Houve declinio da RA apés a exaustao (M2 e M4, P<0,05), porém o meio GGpL
apresentou melhor desempenho no M4 (P<0,05). Nao houve efeito do meio sobre a
ocorréncia de CED, nos diferentes tempos de avalia¢des, entretanto o GGpL preveniu o
aumento do dobramento de cauda esperméatica em todos os momentos estudados (Tab.2).

Falleiros MB. et al. Implicacdes do uso do extrato de LBD (lipoproteinas de baixa densidade) ou da gema de
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Tabela 2. Médias + desvio padrdo dos parametros de integridade total da membrana
espermdtica e morfologia espermdtica do sémen ovino pré-refrigeracio (MO), pos-
refrigeracdao 24 (M1) e 48 (M3) horas, teste de exaustdo 24 horas 120 (M2) minutos e 48
horas 120 (M4) minutos nos grupos GGL, GGpL e GEL.

Refrigeracao (h)

Meios 24 48
Mo M1 M2 M3 M4
Retengdo acrossomal - %
GGL 99,8+0,4*  99,0+0,8% 95,5+0,9" 98,1+1,5 93,8+1,3®
GGpL 99,8404 99,607 95,8+0,9" 99,4+0,6° 95,4+1,0"
GEL 99,9+0,3*  99,7+0,5" 94,7+1,0° 99.4+1,0° 93,9+1,1"®
Cauda espermética dobrada - %
GGL 5,2+1,8" 4,6+1,4%® 3,3+1,3" 5,4+1,7 3,5+1,2°
GGpL 4,1%1,2° 4,5+1,6° 3,1+1,2° 4,1+1,5% 3,4+0,9°
GEL 5,0£1,7* 4,7+1,7%¢ 3,4+1,3" 5,01,1° 3,240,9¢

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.
Para o mesmo parametro, médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a P< 0,05 pelo teste de Tukey.
GGL - Meio Glicina Gema Leite; GGpL - Meio Glicina Gema purificada Leite; GEL - Meio Glicina Extrato Leite.

Sousa (17) obteve melhores resultados (P<0,05) para RA no meio GGL, comparado ao
meio GL (Glicose Leite) em sémen ovino apds 24 horas de refrigeracdo e atribuiu esses
resultados a presenca da gema de ovo.

As LBD tém sido utilizadas em meios para congelacao nas diversas espécies. Moustacas
et al. (24), em s€émen ovino congelado, observaram um maior nimero de lesdes de acrossomo,
utilizando meios com LBD liofilizada em comparagdo aos meios com LBD nao-liofilizada.
Bencharif et al. (25) e Ahmad et al. (26) obtiveram maior percentual de protecio do
acrossomo com 6% de LBD no meio para espermatozoides de caninos e caprinos
respectivamente.

Hu et al. (27) obtiveram maiores percentuais (P<0,05) de RA, no meio contendo 8% de
LBD frente aos meios com maiores € menores concentracdes de LBD, no sémen bovino
criopreservado. No presente estudo, o alto percentual de acrossomos integros pode ser
atribuido ao fato dos espermatozoides terem sido apenas refrigerados por 24 ou 48 horas.

Deve-se salientar que o sistema de refrigeracdo empregado utilizando o dispositivo de
incubacdo, permite o estabelecimento de um declinio de temperatura entre 0,2-0,5°C/minuto e
leva de 40 a 100 minutos para atingir 17°C, mantendo ritmo de declinio até atingir 5°C (7).
Esse ritmo € considerado ideal para a preservacdo das caracteristicas esperméticas de
motilidade e morfologia, durante o processo de refrigeracao.

CONCLUSAO

A gema de ovo “purificada” e o extrato de lipoproteinas de baixa densidade podem
substituir a gema de ovo in natura no meio diluente Glicina Gema Leite, para a refrigeracao
do sémen ovino por até 48 horas, sem prejuizos aos parametros espermdticos de motilidade e
morfologia.

Projeto de pesquisa aprovado no CEEA niimero: 200/2008 em 21/10/2008.
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CONDEN@CC)ES POR ASPECTO REPUGNANTE EM FRANGOS ABATIDOS SOB
INSPECAO ESTADUAL, NO MUNICIPIO DE SAO GONCALO DOS CAMPOS -

BAHIA, BRASIL.
Victor Toshio Ito Shiraishi'
Pedro Alexandre Gomes Leite?
Karoline Ribeiro Nascimento®
RESUMO

O Brasil € o terceiro maior produtor e exportador de carne de frango do mundo. Os estados
que concentram o maior volume de abate sdo: Parana (26,5%), Santa Catarina (18,8%) e Rio
Grande do Sul (15,3%). O estado da Bahia encerrou o ano de 2009 em 10° lugar no ranking
nacional, tendo abatido 64.598.271 milhdes de cabecas. O controle da sanidade desses
produtos avicolas é realizado pelos servicos de inspecdo oficiais, que se baseiam em
legislagcdo especifica, como o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), assim como pela Portaria n°. 210 de 10 de novembro de 1998, do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. O nimero de condenacdes totais de
frangos ocorre principalmente pela carcaca apresentar-se com aspecto repugnante,
caracterizando-se por odor, cor e/ou aspecto anormais. Neste estudo o objetivo foi quantificar
o nimero de condenacdes por aspecto repugnante no periodo de um ano, em um matadouro
frigorifico sob inspecdo estadual localizado no municipio de Sao Gongalo dos Campos — BA.
No periodo foram abatidos 16.669.458 aves, para o qual o nimero de aves com aspecto
repugnante totalizou 52.263, representando frequéncia de 0,31% em relagdo ao total de
frangos abatidos. O aspecto repugnante foi considerado com terceira maior causa de
condenacdes totais. As maiores condenacdes ocorreram nos meses de abril e maio, periodo no
qual a temperatura ambiente foi mais baixa. E possivel associar-se este fato 4 ocorréncia de
casos de aerossaculite, comum nessa época do ano, e que € responsdvel por um quadro de
problemas respiratdrios que leva ao estresse das aves.

Palavras-chave: aves, carne, inspecao.

CONDEMNATIONS FOR VILE ASPECT IN SLAUGHTERED CHICKENS
ANSWERABLE TO STATE INSPECTION LOCATED IN THE TOWNSHIP OF SAO
GONCALO DOS CAMPOS -BA

ABSTRACT

Brazil has become the world's third largest exporter and producer of poultry meat. The states
with the highest volume of slaughter are: Parand (26,5%), Santa Catarina (18,8%) and Rio
Grande do Sul (15,3%). The state of Bahia, at the end of 2009, hit the 10th position on
national ranking with 64.598.271 million heads slaughtered. The inspection of these poultry
products follows the precepts of an official inspection service, which are based on specific
legislations such as the Regulation of Industrial and Sanitary Inspection of Products of
Animal Origin - RIISPOA, as well as the Ordinance n° 210 dated 10 November 1998 from
Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. The total number of poultry condemnation is,
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mainly, consequence of carcasses with vile aspects, like smell, color and/or abnormal aspect.
The goal of this study was quantifying the number of condemnations for vile aspects in a
year, in a slaughterhouse freezer answerable to state inspection located in the township of Sao
Gongalo dos Campos - BA. During this period, 16.669.458 chickens were slaughtered, from
these, 52.263 chickens have had vile aspect, representing a frequency of 0,31% toward the
slaughtered poultry total. The vile aspect was considered the third greatest cause of total
condemnation. The greatest condemnations occurred in April and May when the
environmental temperature was lowest. It's possible to associate this fact to the occurrence of
sacculitis, common in this time of year and responsible for many breathing problems that
brings stress on birds.

Keywords: poultry, meat, inspection.

CONDENACIONES POR ASPECTO REPUGNANTE DE POLLOS SACRIFICADOS
BAJO CONTROL DE LA INSPECCION ESTATAL EN EL MUNICIPIO DE SAO
GONCALO DOS CAMPOS-BAHIA, BRASIL.

RESUMEN

Brasil es el tercer mayor productor y exportador de carne de pollo del mundo. Los estados con
el mayor volumen de sacrificio de pollos son Parana (26,5%), Santa Catarina (18,8%) y Rio
Grande do Sul (15 3%). El estado de Bahia terminé el aiio de 2009 en la 10® posicién en el
pais, con 64.598.271 millones de pollos sacrificados. El control sanitario de estos productos
de aves es realizado por los servicios oficiales de inspeccion, basados en una legislaciéon
especifica, el Reglamento de Inspeccién Industrial y Sanitaria de los Productos de Origen
Animal (RIISPOA) y por la Ordenanza N° 210, de 10 de noviembre de 1998, del Ministerio
de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento. El mayor nimero de condenaciones totales de
pollos ocurre principalmente por aspecto repugnante de la canal, caracterizado por olor, color
y aspecto anormales. Este estudio tuvo como objetivo cuantificar el nimero de condenaciones
por aspecto repugnante durante el afio de 2010 en un rastro bajo inspeccién del Estado en el
municipio de Sdo Gongalo dos Campos — Bahia, Brasil. Durante este periodo, fueron
sacrificadas 16.669.458 aves, de las cuales 52.263 presentaron aspecto repugnante, es decir,
una frecuencia de 0.31% de las aves sacrificadas. El aspecto repugnante fue considerado la
tercera mayor causa de condenaciones totales durante este periodo. Los indices de
condenacion por aspecto repugnante fueron mayores en los meses de abril y mayo, cuando las
temperaturas fueron mds bajas. Es posible asociar este hecho a la gran cantidad de
aerosaculitis, comun en esta época del afio y que es responsable por una serie de problemas
respiratorios que originan estrés en las aves.

Palabras clave: pollo, carne, inspeccion.
INTRODUCAO

Nos ultimos 26 anos (1983 a 2009), o consumo de carne de frango (Gallus gallus) no
Brasil cresceu 300%, enquanto que a de carne bovina recuou e a de suina aumentou de forma
moderada. A explicagdo para este fendmeno se deu principalmente pelo fator prego, pois
trata-se de uma proteina de baixo custo, com ciclo produtivo curto que permite rapido ajuste a
ofertas, impedindo explosdes de precos, além de possuir a imagem de um produto mais
saudavel (1).

No ano de 2009 o Brasil ocupou o 3° lugar no ranking mundial de producgdo de carne de
frango (10,980 milhdes ton.), perdendo apenas para os Estados Unidos (15,980 milhdes ton.)
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e para a China (12,100 milhdes ton.), e liderou neste ano o ranking de maior exportador de
frango, somando um total de 3,634 milhdes de toneladas, mas que representou uma queda de
0,3% em comparacdo ao ano de 2008. Toda essa exportacdo significou 64,32% do total de
exportacdes das carnes brasileiras (2). Segundo o IBGE (3) os estados que concentram o
maior volume de abate de frangos sdao o Parand (26,5%), Santa Catarina (18,8%) e Rio
Grande do Sul (15,3%).

Na Bahia, s6 a partir de 1997 surgiram os primeiros projetos para a instalacdo de
matadouros frigorificos industriais na microrregido de Feira de Santana. A regido do
Recdncavo Baiano oferece vantagens, em comparacdo com as demais regides do estado, pelo
fato de se encontrar em situacdo privilegiada por dispor de recursos humanos e materiais,
quantitativa e qualitativamente em abundancia, e com condi¢des de suprir o mercado interno e
promover a exportacao para outros paises (4).

O controle da sanidade desses produtos € realizado pelos servicos de inspecao oficiais,
que se baseiam em legislacdo especifica, como o Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitdria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) e pela Portaria n°® 210 de 10 de
novembro de 1998, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

A inspecao ¢ efetuada individualmente durante o abate, pelo exame visual macroscépico
de carcacas, visceras e, conforme o caso, palpacdo e cortes. Casos de nao conformidades sdo
conduzidos para o Departamento de Inspecdo Final (DIF) onde sdo liberadas ou condenadas,
de acordo com o julgamento do veterinério responsavel (5).

As condenacdes sdo frequentes no dia a dia dos frigorificos especializados, gerando
grandes prejuizos econdmicos a indudstria avicola, entretanto atrelado a estes prejuizos advém
a saude dos consumidores. Diversas sao as causas que podem levar a condenagao total de um
frango, e entre as principais estd a ocasionada por carnes com aspecto repugnante (6-9).

O artigo 172 do RIISPOA afirma que “carnes repugnantes sao assim consideradas e
condenadas totalmente as carcagas que apresentem mau aspecto, coloragdo anormal ou que
exalem odores medicamentosos, excrementiciais, sexuais ou outros considerados anormais”.
Ainda no RIISPOA no seu artigo 236 diz que “devem ser condenadas as aves, inclusive de
caca, que apresentem alteracdes putrefativas, exalando odor sulfidrico-amoniacal, revelando
crepitacao gasosa a palpacao ou modificacdo de coloracdo da musculatura” (5).

Quantificar os achados de inspecdo post-mortem e utilizd-los da forma correta geram
mais beneficios do que a simples retirada das carcagas, por possibilitar medidas de acdes
preventivas sobre a matéria-prima, minimizando o nimero de condenagdes. Assim, neste
trabalho objetivou-se quantificar e discutir as possiveis causas de condenagdes por aspectos
repugnantes ocorridas em matadouro frigorifico sob inspe¢ao estadual situado no municipio
de Sao Gongalo dos Campos — BA.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um levantamento dos casos de condenacdes por aspectos repugnantes
registrados pelo Servi¢o de Inspecdo Estadual (S.LE.) n°® 525 no matadouro Frigorifico de
Aves e Coelhos, localizado no municipio de Sdo Gongalo dos Campos — Bahia, no periodo de
01 de agosto de 2009 a 31 de julho de 2010.

Todas as aves eram de produtores em sistema de integracdo, no qual a empresa, além de
fornecer toda a matéria-prima, oferece a assisténcia técnica e veterinaria. Geralmente o abate
€ realizado apds 40 a 45 dias de vida. A distancia percorrida no transporte das aves, da granja
até o frigorifico, variou de 10 a 140 km.

Por se tratar de uma alteracdo post-mortem a inspecdo e possiveis condenagdes por
aspecto repugnante sdo realizadas na linha C, no qual se realiza o exame externo do frango,
efetuado por pessoas devidamente treinadas e qualificadas pelo S.LE.
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O fluxograma das atividades deste abatedouro seguia modelo considerado padrdo para
estabelecimentos que realizam a mesma atividade, estando em acordo com a legislacdo em
vigéncia e apresentava as seguintes particularidades: atordoamento realizado por
eletronarcose e a escaldagem e o pré-resfriamento realizados por imersao em tanques (4).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo analisado, foi abatido um total de 16.669.458 aves. As condenacdes por
aspectos repugnantes totalizaram 52.263 aves, significando uma freqiiéncia de 0.31% em
relacdo ao total abatido. Este dado colocou as condenacdes por aspecto repugnante como a
terceira maior causa de condenacdes totais no periodo (figura 1). Em alguns trabalhos, o
aspecto repugnante € a principal causa de condenacao total em frangos (6-9).

ASCITE

SALMONELA

ASPECTO REPUGNANTE

CAQUEXIA

AEROSSACULITE 71684

Unidades de frango ) 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000

Figura 1. Principais causas de condenacdes totais em frigorifico estadual de Sao Gongalo dos
Campos - BA, no periodo de 01 de agosto de 2009 a 31 de julho de 2010.

De acordo com Silva (6), na regido do Reconcavo Baiano, as condenacdes totais por
aspecto repugnante atingiram 0,23%, do total de frangos abatidos. J4 Giotto (8), na regiao
Oeste de Santa Catarina, observou um indice de condenagdes totais por aspecto repugnante de
0,48%. Schilestein (7), mostrou que as condenagdes por aspecto repugnante em perus
(Meleagris gallopavo), no estado do Rio Grande do Sul, significou 0,255% em relacdo ao
total de aves abatidas. Macahyba et al. (9), na regido Oeste de Santa Catarina, também
encontrou para aspecto repugnante em perus um total de 0,29% do total abatido.

As formas mais comuns de alteragdes observadas em frangos condenados por aspecto
repugnante sao por uma alteracdo da cor de toda a musculatura da carcaca para uma cor
vermelha escura, com aspecto dura e seca, fato conhecido como carne DFD (do inglés Dark,
Firm and Dry), ou entdo a coloragdo de toda a musculatura da carcaca apresentando-se pélida,
mole e exsudativa, conhecida como carne PSE (do inglés Pale, Soft and Exsudative) (10)
(figura 2). Comumente encontradas em carnes suinas, as carnes DFD e PSE estio
correlacionadas principalmente ao estresse cronico e agudo pré-abate, respectivamente (11).

Os fatores ligados ao estresse pré-abate dos frangos acabam sendo um problema que
constantemente deve ser observado e minimizado, sendo capazes de desencadear transtornos
fisiologicos que podem causar alteragdes bioquimicas andmalas durante a transformagdo do
musculo em carne, afetando a estrutura miofibrilar (12).

Shiraishi VTI, Leite PAG, Nascimento KR. Condenagdes por aspecto repugnante em frangos abatidos sob
inspecdo estadual, no municipio de Sdo Gongalo dos Campos — Bahia, Brasil. Vet. e Zootec. 2013 jun.; 20(2):
318-325.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 322

Figura 2. Imagem de frango com caracteristica de carcaca DFD (A) e outro com caracteristica
de carcaca PSE (B). Fonte: Arquivo pessoal.

Pode-se citar alguns fatores ligados ao estresse pré-abate que influenciam direta ou
indiretamente no aspecto e qualidade da carcaga, como aloca¢do dos individuos por gaiolas,
espacamento de gaiolas no caminhio, ducha de dgua na granja, cobertura de lona quando o
transporte € realizado sob o sol, aspersdo de dgua, transporte, espera e ventilagdo na recepgao
do abatedouro.

Denadai et al. (13), analisaram o efeito da dura¢do do jejum pré-abate sobre o
rendimento de carcacga e qualidade da carne do peito de frangos de corte, com trés periodos de
jejum 0, 4 e 8 horas e concluiram que os periodos de jejum estudados ndo foram suficientes
para causar alteracdes na qualidade da carne. Também, Castro (14), analisando diferentes
periodos de jejum (3, 6, 10, 12, 15 e 18 horas) ndo encontrou alteragdes na qualidade da
carne, mas observou que o aumento do periodo de jejum alimentar tornou a carne de peito
mais escura, apesar de ndo apresentar diferenca significativa. Entretanto, o rendimento de
carcaca € afetado, pois a medida que o periodo de jejum aumentava, mais peso a ave perdia.
Verkamp apud Langer (15), citou que o jejum de até 6 horas pré-abate pode melhorar o
impacto do estresse térmico por reduzir o calor produzido pelo metabolismo do alimento
ingerido.

Uma das principais causas de estresse nos frangos de corte estd relacionada
principalmente ao seu desconforto térmico. Assim, a andlise dos dados mensais deve ser feita
principalmente para a observacdo de possivel interferéncia do clima no conforto dos frangos.

De acordo com os dados analisados (Figura 3), observou-se um aumento no nimero de
condenacdes totais por aspecto repugnante nos meses de abril e maio, o que diverge dos dados
de Macahyba et al. (9) e Silva (6), que mostraram que tais condenacdes ocorreram em maior
nimero nos meses de temperaturas mais elevadas.

O correto manejo do controle da temperatura ambiental nos galpdes deve ser realizado
em qualquer época do ano. Nos meses com baixa umidade relativa do ar (UR) ndo houve um
aumento do nimero de condenagdes, entretanto nos meses com uma maior UR, os nimeros se
apresentaram com aumentos considerdveis. Silva et al. (16) mostraram que a partir de 30
minutos de exposi¢do as condi¢des de alta temperatura e UR (35° C e 85%) as aves ja
apresentaram evidéncias de estresse térmico em sua carcacga.
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Figura 3. Percentagem de condenacdes mensais por aspecto repugnante em relacio ao total de
frangos abatidos, durante o periodo de 01 de agosto de 2009 a 31 de julho de 2010.

O grande problema que a elevada UR traz para as aves € o aparecimento de patologias
respiratorias. Kristensen e Wathes apud Silva (6) citou que o elevado teor de UR facilita a
absor¢do da amonia pelas particulas de poeira, e este elevado teor de umidade na cama e
liberacdo de amonia propicia o desenvolvimento de patégenos que, por sua vez, sao inalados,
levando ao aparecimento das aerossaculites (Figura 4). O desenvolvimento da aerossaculite
nas aves acarreta maior dificuldade de respiracdo, tornando menos eficientes as trocas gasosas
e de calor. Com a sua funcdo fisiolégica comprometida, € possivel que esta patologia deixe os
frangos mais susceptiveis ao desenvolvimento das carcacas com aspecto repugnante pelo
estresse ocorrido em longo prazo.

Vieira et al. (17), afirmaram que perdas econdmicas na cadeia produtiva de frangos de
corte ocorrem principalmente nas atividades “pds-porteira”, de nada adiantard a preocupagdo
do produtor com as sete semanas de produgdo se a perda ocorre ao longo do carregamento,
transporte e espera junto ao abatedouro.

O efeito do banho com 4gua na granja, apds o carregamento dos frangos, € uma técnica
para reduzir o calor no lote, nas horas mais quentes do dia e UR abaixo de 60%. Langer (15),
mostrou que em temperaturas de 26 a 29°C e em distancias curtas (inferior a 68 km) o
molhamento das caixas antes do transporte mostra um efeito prejudicial, aumentando o indice
de carnes PSE, entretanto em distancias mais longas o seu efeito se torna benéfico.
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Figura 4. Condenagdes mensais por aerossaculite (%) em relagdo ao total de frangos
abatidos, durante o periodo de 01 de agosto de 2009 a 31 de julho de 2010.
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CONCLUSAO

O numero de condenagdes por aspecto repugnante € relativamente elevado, e quantificar
estes resultados significa calcular o total de prejuizos a industria avicola a fim de tentar
corrigir ou até mesmo minimizar este problema. O presente estudo mostrou que as
condenacgdes por aspecto repugnante se mantém na média das demais pesquisas realizadas em
diferentes regioes.

Sugere-se um investimento maior em treinamentos para os responsaveis pelo manejo de
apanha e carregamento na granja, assim como dos funciondrios da recepcao dos matadouros
frigorificos de modo a diminuir a0 méximo o estresse e consequentemente as condenagdes por
aspecto repugnante.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar os efeitos paramétricos, analgésico, sedativo e
a dose mais adequada de midazolam (50 ou 100ug/kg) associado a ropivacaina pela via
peridural em cadelas submetidas a OSH eletiva. Participaram do estudo 24 cadelas sadias,
adultas, de diferentes ragas, com peso médio de 8,25+2,26 kg, as quais foram pré-medicadas
com acepromazina (0,05mg/kg, IM), seguindo-se a inducdo e a manutencdo anestésica com
propofol (5 mg/kg) e isofluorano, respectivamente, sendo alocadas em trés grupos
experimentais: GR - ropivacaina 0,2 mL/kg, GM100 - midazolam (100ug/kg) + ropivacaina
0,2mL/kg e GMS50 - midazolam (50ug/kg) + ropivacaina 0,2ml/kg. Foram avaliados:
frequéncias cardiaca e respiratdria, pressdo arterial sistélica, temperatura retal, saturacdo de
oxigénio na hemoglobina, varidveis hemogasométricas, concentragdo plasmadtica de cortisol,
grau de analgesia pds-operatoria e sedagdo. Os dados foram submetidos a ANOVA, seguidas
pelo teste Tukey no programa SAS (p<0,05). Para as varidveis qualitativas ordinais foram
realizados os testes Kruskal-Wallis, teste de Friedman e o teste de Dunn. Foram observados
efeitos analgésicos mais duradouros do anestésico local no grupo dos animais em que se
utilizou a dose de 100ug/kg de midazolam, quando comparado aos grupos GMS5S0 e GR.
Adicionalmente, 50% dos animais do grupo GM100 receberam analgesia resgate 12 horas
apos a cirurgia. A associacdo do midazolam na dose de 100ug/kg a ropivacaina apresentou
efeito superior a dose de 5S0ug/kg de midazolam, que ndo potencializou o efeito analgésico,
porém, prolongou o periodo de analgesia residual no pds-operatdrio. Concluiu-se que a
associacdo do midazolam a ropivacaina ndo produziu alteragdes paramétricas significativas,
nem efeitos adicionais sobre a sedacdo, entretanto o midazolam na dose de 100ug/kg pode ser
mais uma opcao no tratamento pds-operatério anti-algico em cadelas submetidas a OSH.

Palavras-chave: Cao, benzodiazepinico, OSH, analgesia epidural, anestésico local.
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EPIDURAL ANALGESIA WITH ROPIVACAINE ASSOCIATED TO MIDAZOLAM
IN OVARIOSALPINGOHISTERCTOMY BITCHES

ABSTRACT

This research aimed evaluate the parametric, analgesic, sedative effects and most appropriate
dose of midazolam (50 or 100ug.kg™) for epidural anesthesia in bitches submitted an elective
ovariosalpingohisterectomy. Twenty-four bitches tool part study, adults, different breeds,
mediun weigh 8.25 + 2.26 kg and premedicated with acepromazine (0.05 mgkg’, IM),
followed by anesthetic induction and maintenance with propofol (Smg.kg™) and isoflurane,
respectively, and allocated in three experimental groups: GR - ropivacaine 0.2 mL.kg”,
GM50 - midazolam (50pugkg’) + ropivacaine 0.2 mL.kg' and GMI100 - midazolam
(100pg.kg™) + ropivacaine 0.2 m.Lkg"'. The heart and respiratory rate, indirect systolic
arterial pressure, rectal temperature, oxygen saturation in hemoglobin, blood gas variables,
plasma cortisol, degree of postoperative analgesia and sedation were evaluated. The results
was submitted to ANOVA followed by Tukey test in the SAS (p <0.05). From the qualitative
variables were performed ordinal tests Kruskal-Wallis, Friedman and Dunn tests. Were
observed effects more durable local anesthetic in the group of animals that used the 100pg/kg
dose of midazolam as compared to the groups GM50 e GR. Additionally, 50% of the animals
tested GMI100 received rescue analgesia 12 hours after surgery. The combination of
midazolam in the dose of ropivacaine had 100ug/kg the upper end of the dose of midazolam
50ug.kg’, not increasing the analgesic effect, however, extending the period of residual
postoperative analgesia. It was concluded that the association of midazolam to ropivacaine did
not produce significant parametric changes or additional sedation effects, but midazolam in
100pg.kg™" may be another option in releave post-operative pain in bitches subjected the OSH.

Keywords: dogs, benzodiazepine, OSH, epidural analgesia, local anesthetic.

ANALGESIA EPIDURAL CON ROPIVACAINA ASOCIADA A MIDAZOLAN EN
PERRAS SOMETIDAS A OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos paramétricos, analgésico, sedativo
y la dosis mas adecuada de midazolam (50 o 100 ug/Kg) por via epidural en perras sometidas
a ovariosalpingohisterectomia (OSH) electiva. En el estudio fueron incluidas 24 perras sanas,
adultas, de distintas razas, con un promedio de peso de 8,25 + 2,26 Kg, las cuales fueron
premedicadas con acepromazina (0,05mg/Kg, IV), seguida por la induccién y la anestesia con
propofol (5mg/Kg) e isofluorano, respectivamente. Los animales fueron colocados en tres
grupos experimentales: GR — ropivacaina (0,2ml/Kg); GM 50 — midazolam (50ug/Kg) +
ropivacaina (0,2ml/Kg) e GM 100 — midazolam (100ug/Kg) + ropivacaina (0,2ml/Kg).
Fueron evaluados: frecuencia cardiaca y respiratoria, presion arterial sistdlica, temperatura
rectal, saturacion de oxigeno en la hemoglobina, variables hemogasométricas, concentracién
plasmdtica de cortisol, grado de analgesia postquirdrgica y sedacién. Los datos fueron
sometidos a ANOVA, seguidas por el test Tukey en el programa SAS (p<0.05). Las variables
cualitativas ordinales fueron evaluadas con las pruebas de Kruskal-Wallis, prueba de
Friedman y la prueba de Dunn. Fueron observados efectos mas duraderos del anestésico local
en el grupo de animales que utilizaron dosis 100ug/Kg de midazolam, cuando se comparé a
los grupos GM 50 y GR. Ademads, 50% de los animales del grupo GM 100 recibieron
analgesia 12 horas después de la cirugia. La asociacion de midazolam (100ug/Kg) y
ropivacaina presenté un mejor efecto que la dosis de 50ug/Kg, que si bien no potencializ6 el
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efecto analgésico, prolongé el periodo de analgesia residual postquirdrgica. Se concluye que
la asociacion del midazolam y de la ropivacaina no produjo alteraciones paramétricas
significativas ni efectos adicionales en la sedacion. Sin embargo, el midazolam a 100ug/Kg
puede ser una opcion adicional en el tratamiento postoperatorio antidlgico en perras sometidas
a OSH.

Palabras clave: perros, benzodiazepina, OSH, analgesia epidural, anestésico local.
INTRODUCAO

Atualmente a preocupacdo com o bem estar animal vem ganhando destaque na medicina
veterindria fazendo com que o profissional possua maior compromisso com o alivio da dor e
do sofrimento animal. Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a
mesma € definida como sendo uma “experi€ncia sensorial e emocional desagradavel que esta
associada a lesdes reais ou potenciais’ (1).

O grau de dor previsto para uma ovariosalpingohisterectomia (OSH) segundo
Tranquilli, Grimm e Lamont (2) é de moderado a intenso, sendo necessaria a administracao de
analgésicos, podendo ser feito até mesmo no momento pré-operatorio (analgesia preemptiva).

Uma das alternativas no controle da dor € a aplicacdo de farmacos pela via peridural
tendo a finalidade de anestesiar e/ou promover analgesia. A anestesia peridural ¢ comumente
realizada com anestésicos locais podendo-se associd-los, com o objetivo de promover
analgesia trans e pds-operatéria, a outras classes farmacoldgicas como os anestésicos
dissociativos, agonistas alfa-2 ou opioides (3-5).

Os benzodiazepinicos também constituem uma alternativa na associagdo aos anestésicos
locais no homem, trazendo alguns incrementos na anestesia peridural. A administragao destes
farmacos pela via peridural na espécie humana foi realizada acidentalmente com o uso do
diazepam, promovendo sedacao reversivel e paralisia motora e sensitiva (6). A associacdo de
midazolam (um benzodiazepinico hidrossolivel) a um anestésico local também foi
amplamente estudada no homem, sendo descrito incremento analgésico além de promover
sedacdo e amnésia (7-9).

Contudo, em medicina veterindria, a utilizacdo clinica de benzodiazepinicos pela via
peridural ndo € realizada e poucos estudos relatam tais experiéncias na espécie canina. Sendo
assim, objetivou-se avaliar os efeitos paramétricos, analgésico, sedativo e a dose mais
adequada de midazolam associado a ropivacaina pela via peridural em cadelas submetidas a
OSH eletiva.

MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado nas dependéncias do laboratério de cirurgia e anestesiologia
experimental da Faculdade de Medicina Veterindria de Aracatuba (FMVA), UNESP - campus
de Aracatuba. Foram utilizadas 24 cadelas sadias, adultas, de diferentes racas, com peso
médio de 8,25 + 2,26 kg, previamente selecionadas para a realizacdo da OSH eletiva. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de ética na experimentacao animal (CEEA) local (protocolo
nidmero 2007-009207).

Os animais foram submetidos a exame fisico geral, colheita de sangue para realizacao
de hemograma e sorologia para leishmaniose visceral canina, por tratar-se de uma regidao
endémica para esta doenca. A partir dos resultados dos exames, somente aquelas cadelas que
ndo apresentaram alteracoes foram incluidas no estudo.

As cadelas foram trazidas 12 horas antes da cirurgia e a tricotomia foi realizada na
presenca do proprietdrio para a minimizagdao do estresse. Na sequéncia, os animais foram
alojados em gaiolas individuais e pernoitaram no canil do laboratério de cirurgia e
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anestesiologia experimental, de modo que o jejum hidrico (4 horas) e sélido (12 horas) fosse
cumprido. No dia da cirurgia, receberam como medicacdo pré-anestésica acepromazina''
(0,05 mg/kg IM) e, decorridos 15 minutos, foi realizado o acesso venoso (veia cefélica) para
infusdo do fluido de manutencdo (ringer com lactato'?) na taxa de 10 mL/kg/h, mantida por
meio de bomba de infusdo peristltica’® e para a realizacdo da inducdo anestésica com
propofol'* (5,0 mg/kg IV). Procedia-se entio, a intubaciio com sonda orotraqueal de didmetro
adequado seguida pela manutencio anestésica com isofluorano'® em concentracdo inicial de
1,5% em fluxo de oxigénio a 100%. Os animais foram colocados sobre um colchdo térmico'®
na calha cirtrgica, para minimizar a perda da temperatura corpdrea e as cirurgias foram
realizadas sempre pela mesma equipe cirtrgica, padronizando-se a técnica e o tempo maximo
cirirgico de 60 minutos.

Ap6s inicio da anestesia inalatoria as cadelas foram posicionadas em decubito esternal,
com os membros pélvicos flexionados em dire¢@o cranial e a anestesia peridural foi realizada
introduzindo-se uma agulha hipodérmica (30x8mm) no espago lombo-sacro (L7-S;). O
posicionamento correto da agulha foi certificado por trés sinais: a aspiracdo de uma gota de
NaCl a 0,9% colocada previamente no canhdo da agulha, aspiracdo de ar de uma seringa e
administracao da anestesia sem resisténcia no €mbolo da seringa. A injecao dos farmacos pela
via peridural foi padronizada no periodo de um minuto. Apds 15 minutos em dectbito
esternal, a concentragdo de isofluorano foi reduzida para 0,8 V% para que se realizasse o
pingamento interdigital dos membros pélvicos a fim de se testar a eficicia do bloqueio. A
concentracdo de isofluorano foi ajustada conforme o requerimento anestésico durante o
procedimento cirirgico em cada animal. A técnica peridural foi conduzida de maneira duplo
cega, tanto para os anestesistas avaliadores, como para os cirurgioes.

Os animais foram alocados em trés grupos experimentais: GR - grupo controle
ropivacaina 1% 0,2 mL/kg, GM50 - grupo midazolam'’ 50 pg/kg + ropivacaina 1%'® 0,2
mL/kg e GM100 - grupo midazolam 100 pg/kg + ropivacaina 1% 0,2 mL/kg. Nos trés grupos
foi acrescentada aos farmacos solucao fisiologica (NaCl a 0,9%) perfazendo um volume final
de 0,3 mL/kg. Desta maneira, todos os animais receberam a ropivacaina na dose de 2 mg/kg,

Os momentos experimentais pré e transoperatérios avaliados foram: M0 — basal; M1 —
15 minutos apés a MPA; M2 — 15 minutos apds a peridural; M3 — 30 minutos apds a
peridural; M4 — pincamento do pediculo ovariano esquerdo; M5 — pincamento do pediculo
ovariano direito; M6 — pingamento e ligadura do coto uterino; M7 — inicio da sutura da
cavidade; M8 — final da sutura de pele. Foram ainda considerados os seguintes momentos
pos-operatérios: MPO — correspondente ao fim da cirurgia, logo apds a extubagdo; MP1 —1°
hora apés a cirurgia; MP3 — 3” hora apds a cirurgia; MP6 — 6" hora apds a cirurgia e MP12 —
12" hora apés a cirurgia.

Em todos os momentos foram avaliados os parametros: frequéncias cardiaca (FC) e
respiratdria (f); temperatura retal (TR) e pressdo arterial sistélica ndo invasiva por meio de
“Doppler” vascular' (manguito em membro pélvico esquerdo, respeitando-se a relacdo de 0,4
entre largura do manguito e o didmetro do membro). Nos momentos transoperatorios também
foram avaliados: volume final de CO, expirado (ETCO,), concentracdo de isofluorano (V%)

" Acepran 1% - Univet S/A Ind. Veterinaria

12 Solu¢do de Ringer com lactato, HalexIstar, Goiania, GO.

" Bomba de Infusio Peristdltica ST550 — Samtronic — Sdo Paulo - SP

' Propovan — Cristilia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.

'3 Forine — Cristdlia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.

' Sistema de Normoterapia Gaymar — Processo Fapesp 2005/02134-8.

"7 Dormire — Cristélia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.

'8 Naropin, 1% — Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda

' Doppler Veterinario DV 100 — Microehm — Processo Fapesp 2008/511444-4,
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por meio do monitor multiparamétrico® e saturacio de oxigénio na hemoglobina (SpO,) pelo
oximetro de pulsozl, com sensor pedidtrico colocado na lingua dos animais.

A dosagem de cortisol sérico foi realizada em amostras de sangue colhidas nos
momentos pés-operatério (MO, MPO, MP1, MP3, MP6 e MP12), mensuradas pela técnica de
radioimunoensaio’”. Também foi realizada andlise hemogasométrica do sangue arterial
colhido na artéria femoral nos momentos M2 (apds a peridural) e M8 (dltimo ponto da sutura
de pele). O grau de sedagdo foi avaliado nos mesmos momentos que a analgesia (MPO, MP1,
MP3, MP6 e MP12) de acordo com estudos descritos por Pascoe e Dyson (10); Pibarot et al.
(11), atribuindo-se escores de 0 a 5, onde quanto maior o escore, maior a sedacao (Quadro 2).

Quadro 1 - Critérios utilizados para avaliacdo do grau de analgesia

PARAMETRO CRITERIO PONTUACAO
</=10% maior que o valor pré-operatdrio 0
FC, £, PAS 11 a 30% maior que o valor pré-operatdrio 1
31 a 50% maior que o valor pré-operatério 2
50% maior que o valor pré-operatério 3
Normal 0
Salivacio Acima do normal 1
Normal 0
Pupilas Dilatadas 1
Sem Vocalizacio 0
Vocalizagio Vocaszagao presente e controlada sem medicag¢do 1
Vocalizacdo presente ndo controlada 2
Adormecido ou calmo 0
Leve agitacdo 1
Agitacdo Moderada Agitagio 2
Severa Agitagdo 3
Dectbito esternal ou movendo-se com tranquilidade 0
Postura Defend/egdo e protegendo a drea afetada, incluindo posi¢do fetal, 1

ou decubito lateral
Sem Resposta 0
Resposta a Resposta minima, tenta esquivar-se 1
manipulacio da - — —— —

ferida cirdrgica Vira cabeca em dire¢do a ferida cirdrgica, leve vocalizacao 2
Vira a cabeca com inten¢do de morder, severa vocalizacao 3

(STOBIE et al., 1995 ; BUBACK et al., 1996 ; PIBAROT et al., 1997; BRONDANI et al., 2004)

A analgesia foi avaliada segundo escala de dor numérica, utilizando varidveis objetivas
(paramétricas) e subjetivas (ndo paramétricas) descritas por Stobie et al. (12); Buback, Boothe
e Carrol (13); Pibarot et al. (11); Brondani et al. (3), com atribui¢do de escores de 0 até 3,
dependendo da varidvel (Quadro 1). A pontuagdo final do escore podia variar de 0 a 14
através da soma dos escores para cada varidvel. Nessa somatoria, valores compreendidos
entre 0 e 5 foram interpretados como boa analgesia, entre 6 e 10, discreta analgesia e acima de
10, nenhuma ou minima analgesia. Todos os animais para os quais a somatéria do escore

2 Monitor multipardmetros Mod Cardiocap 5 marca Datex Ohmeda — processo Fapesp 2005/00858-9
! Oxilife Plus — Cmos Drake do Nordeste.
2 Kit Cout-a-Count DPC / Siemens.
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fosse igual ou superior a 6 receberam analgesia complementar (resgate) com tramadol® (4,0
mg/kg, via IM).

Quadro 2 - Critérios utilizados para avaliar o grau de sedacao.

Parametro Critério Pontuacao
Acordado, se mantém em pé e caminha 0
Mantém-se em pé, mas incoordenado 1
Tenta mas ndo consegue se manter em pé 2
Grau de sedacgao Mantém a cabeca levantada 3
Somente abre os olhos 4
Sem resposta 5

(PASCOE e DYSON, 1993; PIBAROT et al., 1997).

Apés avaliagdo da 12* hora (MP12), foi administrado 4,0 mg/kg de tramadol pela via
IM nas cadelas que ainda ndo haviam recebido analgesia complementar, . Todas receberam
meloxicam (0,2 mg/kg, via SC) e enrofloxacina (5,0 mg/kg, via SC) antes de receberem alta.
Para os dias posteriores foi prescrito enrofloxacina (5,0 mg/kg, BID, 10 dias) e meloxicam
(0,2 mg/kg, SID, 3 dias).

Os dados obtidos foram tabulados pelo programa SAS e analisados considerando-se
nivel de significancia de 5% (p<0,05). As varidveis que apresentaram distribui¢do normal e os
valores de cortisol apds transformacao log (x+1) foram analisadas por anédlise de variancia
(ANOVA), sendo as médias comparadas através do teste de Tukey. As varidveis que nao
apresentaram distribuicdio normal e as varidveis qualitativas ordinais (escores) foram
analisadas usando o teste Kruskal-Wallis para comparar os grupos em cada momento € o teste
de Friedman para comparar os momentos em cada grupo, seguido do teste de Dunn para
comparagdes multiplas.

RESULTADO E DISCUSSAO

As varidveis cardiorrespiratérias mantiveram-se em valores aceitdveis durante todo o
procedimento apesar de em alguns momentos haverem diferencgas significativas (Tabela 1).
Em todos os grupos o momento M2 apresentou redugdo significativa para a varidvel PAS,
coincidindo com o inicio de efeito da anestesia peridural. Tal achado corrobora com
resultados descritos por Albuquerque (14) que relatou maior hipotensdo aos 30 minutos apds
a peridural com ropivacaina devido ao bloqueio simpdtico. Esta hipotensdao também foi
relatada com o uso isolado de midazolam pela via peridural (15). Tal alteracao poderia contra
indicar este tipo de anestesia em pacientes nos quais a reducdo da pressao arterial possa
representar risco (16). A estabilidade das demais varidveis cardiorrespiratorias confirma os
relatos de Fantoni e Cortopassi (16) de que a anestesia peridural € um procedimento seguro.

Com relacdo a temperatura corporal podde-se observar, no decorrer do periodo
transoperatdrio, uma reducao significativa, o que pode ser atribuido a vdrios fatores (Tabela
2). A acdo do maleato de acepromazina sobre o centro termorregulador e seu efeito
vasodilatador periférico como relatado por Massone (17) sdo causas importantes a serem
consideradas. Somam-se a isso a perda de calor para o meio ambiente através da respiragdo, a
utilizag¢do de fluido intravenoso em temperatura inferior a corpérea e a exposi¢ao da cavidade
abdominal como determinantes adicionais desta reducdo de temperatura (16). O aquecimento
foi realizado somente com colchdo térmico de dgua, que nao foi suficiente para minimizar a

# Tramadon — Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda.
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perda de calor. Vale a pena ressaltar, contudo, que nenhum animal apresentou hipotermia
grave, ndo havendo, portanto, importincia bioldgica.

Tabela 1. Média (X) e desvio padrdo (s) da frequéncia cardiaca (FC) (batimentos por minuto),
pressao arterial sistélica (PAS) (mmHg) e frequéncia respiratéria (f) (movimentos por minuto)
nos diferentes momentos em cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina (GR),
ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam 100ug/kg (GM100),
durante OSH

Pardmetros ( X *s)

GR GM50 GM100
Momento FC PAS f FC PAS f FC PAS f
MO 9249 110£13a 23+4 102+11ab 109+6 2343 10517 131+35a 26+6
Ml 88+12b 109+10a 24+4 104+19ab 10545 28+4a 98+14 120+20ab 2845
M2 98+14 75+14b 18+7 89+19bc 95+17 3247 104+10 86+26¢ 2448
M3 96+10 101+22a 2045 89+15bc 108+21 212 89+20 93+20bc 2145
M4 98+14 106+26a  22+14 9749 121+29a 2045 105+20 120+21ab 1848
M5 104+15a 111+£27a  24+15 107+£13a 120+1a 20£7 10615 114+23ab 18+8
M6 98+13 106+23a 20«12 99+10 11313 19+5b 96+11 115+21ab 1947
M7 96+11 98+18a 2149 82+13cB 10919 19+2b 98+14A  109+26ab 20£7
M8 10012 94+15 23208 85+13c 104+19 20+2bB 10525 108+x12ab  27+£3A

Meédias seguidas de letras diferentes mintisculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo teste de
Tukey (FC e PAS) e pelo teste de Dunn (f) (P > 0,05).

Tabela 2. Média (X) e desvio padrio (s) da temperatura corporal (°C) nos diferentes
momentos em cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina (GR), ropivacaina
+ midazolam 50pg/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam 100ug/kg (GM100), durante
OSH

Temperatura corporal (X +s)

Momento GR GM50 GM100
MO 38.040.5a 38.340.5a 38.040.5a
M1 37.820.5ab 38.120.6a 37.8+0.4a
M2 37.3+0.7bc 37.740.6b 37.240.7b
M3 36.9+0,7cd 37.340.5¢ 36,820, 7bc
M4 36,7+0,8de 37.220.5¢ 36.8+0,6 be
M5 36,840, 7cde 37.240.5¢ 36.8+0.7 be
M6 36.5+0,6de 37.120.5¢ 36,7+0,6 ¢
M7 36.420,6de 37.120.5¢ 36.740.6 ¢
M8 36.240.7¢ 37.040.5¢ 36.540.7 ¢

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Os valores de ETCO,; durante todo o procedimento anestésico se mantiveram dentro dos
esperados para a espécie (34,5 £ 4,1 a 40,5 £ 2,7 mmHg) de maneira semelhante ao relatado
por Maia (18) ao observar poucos efeitos nesta varidvel ao utilizar a ropivacaina pela via
peridural em caes.

As varidveis hemogasométricas, apesar de algumas alteracdes significativas entre
momentos, ndo ultrapassaram os limites considerados fisioldgicos para a espécie canina,
semelhantemente ao descrito por Albuquerque (14), Maia (18) e Silva et al. (19) e que
também utilizaram a ropivacaina pela mesma via em cadelas (Tabela 3). Tais achados
demonstram nao ter ocorrido depressdo respiratéria ou desequilibrio 4cido-bdsico de
importancia clinica.
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A PaO; se manteve elevada assim como o SpO, devido ao fornecimento de O, a 100%
como fluxo diluente do anestésico inalatério (Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente).

O requerimento anestésico de isofluorano foi maior durante a ligadura dos pediculos
ovarianos em alguns animais, fato este, devido ao bloqueio ndo ter atingido as inervagdes
ovarianas que partem do terceiro e quarto nervos lombares (20), corroborando com Cassu et
al. (21), que ao associarem lidocaina em alta dose (8,5 mg/kg) ao fentanil ndo conseguiram
realizar cirurgias de OSH em 40% dos animais, necessitando complementacdo anestésica com
propofol. Da mesma maneira, Albuquerque (14) verificou que a ropivacaina aplicada de
maneira isolada pela via peridural ndo permitiu a realizacdo de OSH sem complementacdo
anestésica.

Tabela 3. Média (X) e desvio padrio (s) do potencial hidrogeniénico (pH), pressdo parcial de
oxigénio (Pa02), pressdao parcial de diéxido de carbono (PaCO?2), bicarbonato (HCO3),
déficit de base (BE) em M2 e M8 em cadelas submetidas a anestesia peridural com
ropivacaina (GR), ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam
100pg/kg (GM100), durante OSH

A - Grupos
Parametros (X £s) Momento GR GM50 GM100
H M2 7357 0,039 7.338 + 0,028 7.356 + 0,063
p MS$ 7.342 + 0,059 7.343 + 0,057 7.347 + 0,049
P20, M2 638.8 +8.7b 6393 +7.2 643.1 8.9
(mmHg) MS$ 650,0 + 9,3 aA 638,7 + 7.4B 6459+2.9
PaCO, M2 40,5+82 39,1+ 4.8 363 +8,1
(mmHg) MS$ 35.4 46,0 43,0 +8.7A 33,1 +2,7B
M2 19,9422 21,4423 19.742.4
HCO; (mmol/L) MS$ 20,0+2.2B 22.7+2.6A 19.6+0.9B
M2 49+1.1a 5.0+1.1 ~4.0+1,7b
BE (mmol/L) MS -5,6+1,1bB -4.8+1,0 2,942 0aA

Meédias seguidas de letras diferentes mindsculas na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Tukey (P > 0,05).

Tabela 4- Média (X) e desvio padrio (s) da saturacdo de oxigénio na hemoglobina (SpO2) em
diferentes momentos em cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina (GR),
ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam 100ug/kg (GM100),
durante OSH

SpO, (X +s)

Momento GR GMS50 GM100
M2 97.940.6b 97.8+0.7c 98.6+0.7
M3 98.1+1,0 97.620,7bc 97.943.2
M4 98.4+0.7 98,4407 98.5+1.1
M5 98.6+0.5a 98.340.5 98.5+1.1
M6 98.8+0.5a 98,5+0,5ab 98.8+0.5
M7 98,5+0.5 98.420,7ab 98.8+0.5
M8 98.6+0.5a 98.8+0.5a 98.840.5

Meédias seguidas de letras diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Os achados do presente trabalho demonstram que o midazolam pela via peridural nao
produz efeito sedativo residual no periodo pds-operatdrio, pois a sedacdo em todos os grupos
foi semelhante. Levando-se em conta a meia-vida do midazolam em relacdo aos momentos
avaliados para sedacdo, provavelmente os efeitos deste farmaco ja seriam minimos ou
ausentes no periodo pds-operatério, segundo estudo de Nishyiama, Tamai e Hanaoka (15) em
caes. Tais autores relataram que 97% do midazolam administrado pela via peridural atinge
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rapidamente a corrente circulatéria e os outros 3% difundiram-se no liquido cérebro-espinhal,
sendo que a partir de 90 minutos as concentracdes em ambos os compartimentos celulares
foram baixas, apresentando valores inferiores ap6s 240 minutos da aplicacdo. Neste estudo os
animais apresentaram menores escores de sedacdo aos 240 minutos apds a administracdo
peridural de midazolam (MP3). A sedacdo observada no periodo pds-operatério
provavelmente foi ocasionada pelo efeito residual da medicacdo pré-anestésica (16) (Tabela
5).

A intensidade analgésica observada foi diferente das encontradas por Nishiyama et al.
(8); Nishiyama, Matsukawa e Hanaoka (22). Entretanto Naguib et al. (9) preconizam a dose
de 50ug/kg de midazolam em humanos, diferente do presente estudo onde 100ug/kg
produziram clinicamente efeitos analgésicos mais duradouros do que 50ug/kg.

Dentre os animais pertencentes ao grupo GM100, 50% necessitaram de analgesia
resgate 12 horas apds a cirurgia (aproximadamente 13 horas apds peridural), resultados
proximos aos descritos por Agrawal et al. (23) que relataram analgesia de até 24 horas (média
de 17 horas) com o uso do midazolam na dose de 100ug/kg. Entretanto Kim e Lee (24)
observaram incremento analgésico de 2 e 4,5 horas com 100 e 200ug/kg, respectivamente. Os
primeiros momentos no grupo GR, onde houve necessidade de resgate analgésico, coincidem
com o término do efeito da ropivacaina (14, 19). Pode-se notar que nos grupos que receberam
a adi¢do de midazolam, o efeito analgésico da ropivacaina foi prolongado corroborando com
o estudo de Agrawal et al. (23) (Tabela 6).

Tabela 5. Escores medianos de sedagdo, em cadelas submetidas a anestesia peridural com
ropivacaina (GR), ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam
100pg/kg (GM100), durante OSH

Escore mediano de sedacdo

Momento
GR GM50 GM100
MPO 5a 4a 5a
MP1 3ab 3ab 3ab
MP3 2 3ab 3
MP6 2bc 2bc 1bc
MP12 Oc Oc Oc

Medianas seguidas de letras diferentes mintsculas na coluna e maitsculas na linha diferem entre si pelo teste de
Dunn (P > 0,05).

Tabela 6. Escores medianos de analgesia, de cadelas submetidas a anestesia peridural com
ropivacaina (GR), ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GMS50) e ropivacaina + midazolam
100pg/kg (GM100), durante OSH

Escore mediano de analgesia

Momento GR GM50 GM100
MPO 0b 0b b
MPI 2b 2b 3b
MP3 3 3 2
MP6 6a 5a 3
MP12 6a 6a 6a

Medianas seguidas de letra mindscula na coluna e maidscula na linha diferem entre si pelo teste de Dunn (P >
0,05).

O cortisol variou conforme descritos por Caldeira et al. (25), mas o pico na
concentracdo sérica nos 3 grupos ocorreu aos 180 minutos (MP3) apds a cirurgia,
diferentemente de Caldeira et al. (25) que observaram maior pico 120 minutos apds a
peridural. O presente estudo corrobora com resultados obtidos por Dobbins, Brown e Shofer
(26) e Mastrocinque (27) que observaram concentragdes séricas mais elevadas de cortisol
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entre 120 e 240 minutos apds a cirurgia devido, provavelmente, a sensibilizagdo mais intensa
dos nociceptores periféricos por substincias algogénicas presentes no processo inflamatério
da ferida cirtrgica. A alteragdo da sensibilizacdo periférica por efeito de mediadores quimicos
também foi referida por Lamont, Tranquilli e Grimm (28); Raffe (29) e Sackman (30). O
midazolam aumentou o periodo analgésico do anestésico local e os niveis séricos de cortisol
puderam realmente sugerir tal incremento, apesar de ndo diferirem estatisticamente, observou-
se clinicamente maior analgesia nos animais que receberam o midazolam (Tabela 7).

Tabela 7. Média (X) e desvio padrdo (s) do cortisol sérico, em nanogramas por decilitro
(ng/dl), segundo os grupos em cada momento de avaliacdo de cadelas submetidas a anestesia
peridural com ropivacaina (GR), ropivacaina + midazolam 50ug/kg (GM50) e ropivacaina +
midazolam 100ug/kg (GM100), durante OSH.

Cortisol (X £5)

Momento GR GMS0 GM100
MO 393+ 177 ¢ 2.89+2.09 ¢ 5.06 + 2.82 ab
MPO 6.24+2.28 577+ 2.84 ab 7.83+2.97
MPI 8.42+274 2 7.64+2.18 a 7814337 a
MP3 7,56 +2.01 ab 7.07+2.49 7.74+2.06 a
MPG6 476+ 1,56 5,54+ 1,60 ab 5.18+2.53
MP12 432+ 1,83 be 3,15+ 1,50 be 3.58+2.62b

Meédias seguidas de letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

CONCLUSOES

Concluiu-se que o midazolam na dose de 100ug/kg associado a ropivacaina pode ser
mais uma opc¢do no tratamento pds-operatdrio anti-algico em cadelas submetidas a OSH e,
apesar de ndo potencializar o efeito analgésico, prolongou o periodo de analgesia residual
poOs-operatéria conferida pelo anestésico local ropivacaina, possibilitando uma anestesia
segura e mais duradoura.
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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.

Vet e Zootec. 2013 junho; 20(2).



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 344

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.

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

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segtin el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificardn mediante ndmeros 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 solu¢do fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

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

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

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

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).
O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

Referencias

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.

1 Articulo de periodico

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

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

2 Organizacién como autor

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

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

3 Libro

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

4 Capitulo en libro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22
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5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .

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

6 Tesis

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

7 Medios electronicos en Internet

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