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EDITORIAL

HUMANOS E ANIMAIS

Esta relac@o se torna a cada dia mais evidente, e chama aten¢do para muitos aspectos
que devem trazer reflexdo. Se por um lado os animais domésticos com destaque os PET,
como cdes e gatos fazem a alegria de muitos lares e pessoas contribuindo para o melhor
desenvolvimento de criancas, inclusive do ponto de vista cognitivo, por outro € preciso
entender que ha aspectos de bem estar animal e de satide publica que devem ser respeitados,
para que esta relacd@o seja saudavel e sem sofrimentos para estes animais.

Preservar o bem estar animal apoiando-se nos aspectos de satde publica € um dever do
Médico Veterindrio e também do Zootecnista. Deve-se ter a consciéncia da importincia da
atividade educativa no que concerne a orientagdo para a guarda responsavel dos animais como
prevengdao do abandono destes animais, além dos cuidados e responsabilidades como
realizacdo de exames periddicos por médico veterindrio, os cuidados com vermifugos,
vacinas, alimentacdo adequada, higienizagdo com banhos periddicos, entre outros cuidados
importantes.

Todos os proprietdrios de animais, devem levar a sério o bem estar animal, tratando o
seu animal com todo cuidado, e respeito que ele merece. Cabe ressaltar que as acdes de
controle da populagdo urbana de cdes e gatos, estd centrada na saude dos animais, mas
principalmente na saide publica para evitar a disseminagao de doencas, garantindo assim o
bem estar dos animais e também da populagao.

Frisamos que um animal nunca deve ser abandonado pois isto é um ato de
insensibilidade e crueldade com um ser indefeso. Esta atitude é considerada crime e tem
puni¢des previstas na lei 9605/1998. E bom lembrar que um animal abandonado causa
transtornos a populagdo por causar acidentes no transito, além de transmitir diferentes
Zoonoses.

Este nimero da revista traz trés artigos de revisdo: Avaliagdo dos distirbios
hemostaticos e dos diferentes marcadores prognésticos clinico-laboratoriais em cdes com
anemia hemolitica imuno-mediada; Suplementacdo da amoreira na alimentacdo do bombyx
mori l.; e Diagndstico da hidrocefalia em animais pela ultrassonografia, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética. Quatro relatos de caso: Suppurative sialadenitis in
mandibular gland of a dog - ultrasonographic aspect; Complicagdes pOs-cirirgicas apos a
excisdo de carcinoma de células escamosas na regido perianal em fémea equina; Parasitism by
dioctophyme renale (goeze, 1782) in maned wolf (chrysocyon brachyurus), Brazil;e
Apresentacdo atipica de tumor venéreo transmissivel cutdneo em um cdo. Trés comunicagdes
curtas: Candida parapsilosis as vero cell culture contaminant in neospora caninum antigen
production; Auséncia de bacteri6fagos liticos para salmonella enteritidis em amostras de
ambientes avicolas no noroeste do estado de Sdo Paulo; e Importancia do exame coproldgico
no diagnéstico da euritrematose bovina. Sete artigos originais: Aspectos relacionados com a
recuperacdo embriondria em éguas da raca brasileiro de hipismo, utilizadas em programa
comercial de transferéncia de embrido; Validacdo do método de quimioluminescéncia para
determinacdo de paratormoOnio intacto em caes; Suplementacdo de vacas leiteiras em
pastagens de capim xaraés no periodo das dguas; Microbiota bacteriana e flingica presentes na
cloaca de jabutis-piranga (geochelone carbonaria) criados em domicilio; Ropivacaina isolada
ou associada a morfina, butorfanol ou tramadol pela via peridural em cadelas para realizagdao
de ovariosalpingohisterectomia; Avaliacio sorolégica para neospora caninum em
propriedades de bovinos leiteiros com alteragdes reprodutivas; e Aceitabilidade de iogurte de
leite de ovelha com adicao de alecrim (rosmarinus officinalis 1.).

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe
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AVALIACAO DOS DISTURBIOS HEMOSTATICOS E DOS DIFERENTES
MARCADORES PROGNOSTICOS CLINICO-LABORATORIAIS EM CAES COM
ANEMIA HEMOLITICA IMUNO-MEDIADA

Livia Fagundes Moraes'
Regina Kiomi Takahira®

RESUMO

A anemia hemolitica imuno-mediada (AHIM) é a causa mais comum dentre as anemias
hemoliticas e a doengca imuno-mediada de maior prevaléncia em caes, sendo classificada
como primdria ou secundédria. A AHIM tem sido associada a estados de hipercoagulabilidade
e tromboembolismo pulmonar tem sido atribuido como causa mais freqiiente de ébito. O
prognéstico da AHIM ¢é€ reservado na maioria dos casos. Alteragdes laboratoriais incluindo
anemia com auséncia de regeneracdo, leucocitose e trombocitopenia intensas, auto-
aglutinagdo, ictericia, hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia, alteracdes hemostéticas e
hemolise intravascular, associados ao tromboembolismo, a principal complicacdo, acarretam
em um progndstico desfavoravel. Caes ictéricos apresentando auto-aglutinagdo sao
potencialmente candidatos ao desenvolvimento de tromboembolismo, principalmente
pulmonar, com maiores chances de 6bito. A liberacdo do estroma das hemécias durante a
hemolise pode ser o desencadeador da coagulacdo intravascular disseminada (CID). A alta
freqiiéncia de alteracdes hemostaticas fundamenta a importancia de um diagndstico precoce,
efetivo e mais preciso, além da utilizacdo de estratégias preventivas e quanto ao tratamento
das mesmas.

Palavras-chave: anemia hemolitica imuno-mediada, cao, hemostasia, progndstico

ASSESSMENT OF HEMOSTATIC DISORDERS AND DIFFERENT CLINICAL AND
LABORATORY PROGNOSTIC MARKERS IN DOGS WITH IMMUNE-MEDIATED
HEMOLYTIC ANEMIA

ABSTRACT

Immune-mediated hemolytic anemia (IMHA) is the most common cause of hemolytic anemia
and the most prevalent immune-mediated disease in dogs, which is classified in primary or
secondary. IMHA has been associated with hypercoagulability state and pulmonary
thromboembolism has been referred as the most frequent cause of death. The prognosis of
IMHA is reserved in most cases. Laboratory abnormalities including non regenerative anemia,
marked thrombocytopenia and leukocytosis, auto-agglutination, icterus, hyperbilirrubinemia,
hypoalbuminemia, hemostatic abnormalities and intravascular hemolysis, associated with
thromboembolism, the major complication, leads a poor prognosis. Icteric dogs presenting
auto-agglutination are prone to develop thromboembolism, especially pulmonary, with higher
risk of death. The erythrocytes stroma release due to hemolysis may be the trigger of
disseminated intravascular coagulation (DIC). The high frequency of hemostatic
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abnormalities supports the importance of an early, effective and more accurate diagnosis,
along with a preventive strategy and treatment.

Keywords: immune-mediated hemolytic anemia, dog, hemostasia, prognostic.

EVALUACION DE LOS DISTURBIOS HEMOSTATICOS Y DE LOS
DIFERENTES MARCADORES DE LABORATORIO CLINICO EN PERROS CON
ANEMIA HEMOLITICA INMUNOMEDIADA

RESUMEN

La anemia hemolitica inmunomediada (AHIM) es la mds comin entre las anemias
hemoliticas y la principal afeccién inmunomediada en perros, siendo clasificada como
primaria o secundaria. La AHIM ha sido asociada a estados de hipercoagulaciéon y
tromboembolia pulmonar, las cuales fueron indicadas como las causas mas comunes de
muerte. El prondstico de la AHIM es reservado en la mayoria de los casos. Las alteraciones
en los andlisis clinicos tales como anemia no regenerativa, leucocitosis y trombocitopenia
intensa, autoaglutinacion, ictericia, hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia, alteraciones
hemostdticas y hemolisis intravascular, asociados a tromboembolia como complicacién
principal, llevan a un pronostico desfavorable. Perros ictéricos que presentan autoaglutinacion
son candidatos potenciales a sufrir tromboembolia, principalmente pulmonar, lo que aumenta
el riesgo de muerte. La liberacion del estroma de los eritrocitos durante la hemolisis puede
desencadenar coagulacion intravascular diseminada (CID). La alta frecuencia de alteraciones
hemostaticas fundamenta la importancia de un diagndstico precoz, efectivo y preciso, ademas
de estrategias para la prevencion y tratamiento de dicho disturbio.

Palabras claves: anemia hemolitica imuno-mediada, perros, hemostasia, prondstico.
INTRODUCAO

Disttrbios imunoldégicos sao mais comumente diagnosticados em caes do que em outras
espécies, sendo as doencas imuno-mediadas de natureza hematoldgica as mais comuns (1-3).
A anemia hemolitica imuno-mediada (AHIM) é a causa mais comum dentre as anemias
hemoliticas e a doenca imuno-mediada de maior prevaléncia em caes (4-7). A AHIM ¢
caracterizada pela destruicio direta ou fagocitose de hemadcias opsonizadas por
imunoglobulinas como IgG ou IgM e/ou complemento. Os anticorpos podem ser direcionados
as hemdcias normais (AHIM primadria ou idiopdtica) ou, ainda, as heméacias antigenicamente
alteradas pela acdo de drogas, neoplasias ou doencas infecciosas (leptospirose, babesiose,
erliquiose canina), sendo esta tltima conhecida como AHIM secundadria (4, 6, 8).

Ha uma discordancia em relacdo a prevaléncia das AHIM priméria e secundaria em
cdes. Estes resultados podem ser decorrentes de uma maior prevaléncia real da AHIM
secunddria ou, entdo, da realizacdo de uma investigacao diagndstica mais detalhada em busca
da causa base para a anemia em questdo, pois o diagnéstico de AHIM primaria € feito por
exclusao (3, 9, 10).

Duval e Giger (11) sugerem uma associac@o entre a vacinag¢do e o desenvolvimento da
AHIM, pois cerca de um quarto dos animais (26%) com AHIM de causa desconhecida
possuia um histérico de vacinagdo (vacina polivalente) de até quatro semanas antes do inicio
dos sintomas.

Poucos relatos correlacionam a AHIM secundéria com a picada de abelhas em caes
(12). As complicagdes clinicas resultantes das picadas de abelhas estdo diretamente
relacionadas ao nimero e local das picadas e fatores como idade, estado de saude,
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hipersensibilidade e espécie envolvida (13). Os casos mais graves podem apresentar-se
laboratorialmente compativeis com AHIM, incluindo hemdlise intravascular, esferocitose,
anemia arregenerativa, ictericia, hemoglobintria e hemattria (12, 14).

A predisposi¢do genética é evidente em alguns cdes devido a grande incidéncia e a
ocorréncia familiar em algumas racas. O Cocker Spaniel representa cerca de um terco dos
casos de AHIM idiopatica, mas ragas como o Old English Sheepdog, Doberman, Pinscher
miniatura, Collie e Setter Irlandés apresentam uma elevada incidéncia da doencga. Fémeas
inteiras adultas-jovens apresentam uma maior predisposi¢do a doenga (6, 15, 16). Além dos
fatores racial e sexual, o tipo sanguineo também estd associado ao desenvolvimento da
AHIM, pois cdes da raca Cocker Spaniel DEA positivos t€tm um menor risco de desenvolveé-
la (16).

Aproximadamente 50% dos cdes com AHIM apresentam estado de
hipercoagulabilidade no momento do diagndstico (9). O tromboembolismo pulmonar tem sido
atribuido como causa mais frequente de 6bito em caes com AHIM, sendo encontrado em 80%
dos casos em avaliacdo de necropsia (17). Um estudo recente encontrou evidéncias de
tromboembolismo em todas as necropsias realizadas (18).

Este trabalho tem como objetivo destacar a importancia das altera¢des tromboembdlicas
nos casos de AHIM e a determinacdo dos fatores de risco para o desenvolvimento destas
complicagdes, somados aos fatores progndsticos clinico-laboratoriais associados a doenca.

ASPECTOS GERAIS

As causas da AHIM primadria ou idiopdtica ndo estdo totalmente esclarecidas, mas tém
sido associadas a formagdo de auto-anticorpos contra glicoforinas, espectrina (proteina do
citoesqueleto) e proteina de membrana de troca idnica de hemadcias (15). Na maioria dos casos
de AHIM, os auto-antigenos correspondem a glicoforina da membrana do eritrécito canino,
sendo este o maior alvo para os auto-anticorpos (19, 20).

Processos inflamatérios ou infecciosos podem liberar novos antigenos na circulagdo,
que acarretam em reacdes cruzadas com antigenos eritrocitdrios, ou que se aderem a
membrana dos eritrocitos. Alguns antigenos eritrocitdrios estdo ocultos e somente sdo
expostos apos a lesdo da membrana celular (7).

As AHIM podem ser classificadas em regenerativas ou arregenerativas € em intra ou
extravasculares, de acordo com o tipo de resposta medular e destruicao celular envolvidas,
respectivamente (21). A reacdo imune da AHIM € definida como hipersensibilidade do tipo II
por ser mediada por complemento e anticorpos das classes IgG e IgM, sendo o envolvimento
de IgG mais comum. A lise celular estd relacionada com o tipo e quantidade de anticorpos
ligados a membrana dos eritrécitos e o envolvimento ou ndo do complemento (4, 22, 23).

Geralmente, o processo de destruicdo celular € extravascular, dependente do
reconhecimento da ligacdo das imunoglobulinas e/ou complemento na superficie dos
eritrocitos pelos macréfagos, principalmente esplénicos e hepaticos. Eritrocitos revestidos por
IgG podem ser destruidos sem ativa¢ao do complemento, pois ha uma interacdo com a por¢ao
Fc de IgG e o receptor expresso em macrofagos para esta porcao. Somada a ligacdo com IgG,
a presenc¢a de complemento aumenta o processo de fagocitose, principalmente por macréfagos
hepéticos que possuem receptores para o complemento (7, 22). Os macréfagos ndo possuem
receptores para porcao Fc de IgM, portanto, a destruicao de eritrocitos ligados a IgM €
mediada por complemento. A estrutura pentamérica desta molécula € capaz de se ligar e ativar
a via classica do complemento nos eritrécitos gerando uma hemdlise intravascular. Entretanto,
a IgM normalmente estd presente em quantidades inferiores as ideais para promover a lise
celular (7, 21).

Além do envolvimento de IgG e IgM e/ou complemento, a classificagdo da AHIM ainda
pode levar em consideragdo a temperatura 6tima de reacdo do anticorpo e a natureza do
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processo hemolitico (predominio de IgG ou IgM, remoc¢do esplénica ou hepdtica das
hemdcias, capacidade de aglutinacdo ou hemodlise e alteragdo clinica) (15, 22). Anticorpos
anti-eritrocitarios que induzem hemolise geralmente sdo ativos a temperatura corpérea (7).

A hemostasia € um equilibrio delicado entre a coagulacdo e fibrindlise, necessitando
funcionar de acordo com seus componentes adequadamente regulados para a ativagdo e a
formacdo de seus produtos. Para isso, diversos inibidores sdo produzidos para que ndo ocorra
um descontrole, gerando um problema hemorragico ou a formagao de trombos (24).

Os distirbios hemostdticos observados em animais podem ser ocasionados por
trombocitopenia (destrui¢do imunomediada, hipoplasia medular, consumo excessivo ou
seqiiestro), vasculite, defeitos funcionais plaquetdrios, coagulopatias congénitas (defici€éncia
do fator VIII - hemofilia A ou do fator IX - hemofilia B) ou adquiridas (hepatopatias,
antagonismo de vitamina K), acidente ofidico, CID, doenca de Von Willebrand, trombose,
entre outros (25).

Apesar da freqiiéncia com que ocorrem os distirbios hemostaticos em caes com AHIM
e do fato de os eventos tromboembdlicos serem frequentes causas de letalidade, o mecanismo
para esta condicdo é desconhecido. Algumas hipdteses sdo levantadas para este estado de
hipercoagulabilidade como o aumento da concentragdo de fatores pré-coagulantes, a
diminuicdo da concentragdo de fatores anticoagulantes e fibrinoliticos, a presenca de
coagulacdo intravascular disseminada, aumento da atividade plaquetdria e a presenca de
anticorpos anti-fosfolipideos (9, 10, 18).

Alteracées clinico-laboratoriais

Os sinais clinicos mais comuns da AHIM estdao associados a anemia, como fraqueza,
letargia, intolerancia ao exercicio e palidez de mucosas. Os sinais podem ser agudos ou
cronicos e incluem também anorexia, vOmito, diarréia, pirexia, ictericia, desconforto
abdominal, taquicardia, dispnéia, alteracdo na coloracdo da urina, esplenomegalia € menos
comumente, hepato e linfadenomegalia (2, 6, 26).

As alteracdoes laboratoriais incluem intensa anemia regenerativa, macrocitica,
hipocromica, presenca de esferdcitos e reticulocitose. Caso a doenga apresente um curso
agudo sem tempo suficiente para se gerar uma resposta adequada, em um primeiro momento,
a anemia serd caracterizada como arregenerativa. No entanto, em cerca de um ter¢o dos casos,
os anticorpos podem ser direcionados contra precursores medulares eritréides ou a AHIM
pode acarretar em alteragdes no microambiente medular e prejudicar a eritropoiese, levando a
uma anemia arregenerativa de fato (7, 8, 27).

A leucocitose € caracterizada por uma neutrofilia discreta a intensa com alteracoes
téxicas e desvio a esquerda, sendo este degenerativo em alguns casos. A presenca de lesdes
teciduais (necrose), provavelmente decorrentes de hipdxia ou doenga tromboembdlica, € o
primeiro estimulo para a leucocitose em casos de AHIM em cdes. A combinagdo de diversos
outros mecanismos pode resultar em leucocitose nos casos de AHIM, como a presenga de
citocinas que estimulam uma hiperplasia mieldide, somadas a uma maior liberacdo medular,
demarginacao de neutréfilos e diminui¢do da migracao destas células para tecidos com baixa
perfusdo e com lesdes necroticas (28).

O perfil bioquimico pode revelar a gravidade da lesdo tecidual causada pela hipéxia ou
pela deposicdo de imuno-complexos (3). A hipoxia e a nefrotoxicidade causadas pela
hemoglobinemia refletem em aumento das enzimas hepéticas e azotemia, respectivamente (6).

Em medicina veterindria, as alteragdes hemostéticas mais comuns estdo relacionadas ao
aumento da tendéncia ao sangramento, geralmente causadas por reducdo da atividade de
fatores de coagulacdo ou redugcdo numérica ou funcional das plaquetas (26). Apesar da
freqiiéncia com que ocorrem os distirbios hemostaticos em caes com AHIM e do fato de os
eventos tromboembdlicos serem frequentes causas de letalidade, o mecanismo para esta
condicdo € desconhecido. Algumas hipdteses sao levantadas para este estado de
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hipercoagulabilidade como o aumento da concentragcdo de fatores pré-coagulantes, a
diminuicdo da concentragdo de fatores anticoagulantes e fibrinoliticos, a presenca de
coagulacdo intravascular disseminada (CID), aumento da atividade plaquetdria e a presenca
de anticorpos anti-fosfolipideos (9, 10, 18).

A trombocitopenia € um achado laboratorial comum nas AHIM, incluindo a vasculite e
a destruicdo imuno-mediada, além do consumo na CID como as causas desta alteracdo. Cerca
de 10% dos animais apresentam AHIM associada a trombocitopenia imuno-mediada
(Sindrome de Evans) (9). Outras alteragdes hemostdticas associadas a AHIM incluem
diminui¢do da concentrag¢do do fibrinogénio e antitrombina (AT), prolongamento do tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA), tempo de coagulagcdo
(TC) e tempo de trombina (TT) e aumento dos produtos da degradacdo da fibrina (PDF) e
Dimeros-D. Em alguns casos de CID podem ser observados esquizdcitos. A causa mais
comum de diminui¢do de antitrombina nos casos de AHIM esta relacionada ao consumo na
CID (9, 29).

Caes com AHIM possuem valores médios de TTPA e TT significativamente diferentes
em relacdo a cdes sadios, mas sem alteracOes significativas para TP. Trés caes apresentaram
prolongamento do TP, 15 do TTPA, 15 apresentaram encurtamento do TT e 17
trombocitopenia. Todos os animais apresentaram aumento nos niveis de produtos de
degradacdo da fibrina (PDFs), sendo que 30% dos caes apresentaram concentracdes de
Dimero-D aumentadas Os cdes com AHIM apresentaram valores médios de VCM,
metarrubricitos e contagem de reticuldcitos significativamente maiores que os dos animais
anémicos negativos para AHIM. 20% dos cdes com AHIM apresentaram esferocitose e 30%
leucocitose. 90% dos casos de AHIM foram secunddrios a doengas infecciosas, em sua
maioria associadas a Ehrlichia canis (65%) pela técnica de PCR (30).

Fatores progndsticos

Atualmente, diversos estudos tém sido propostos na tentativa em se determinar fatores
progndsticos, de natureza clinica ou laboratorial para os casos de AHIM. Entretanto, ainda
nao ha um consenso a respeito desses fatores.

O prognoéstico da AHIM € reservado na maioria dos casos. Alteragdes laboratoriais
incluindo anemia com auséncia de regeneracdo, leucocitose e trombocitopenia intensas, auto-
aglutinacdo, ictericia, hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia, alteracoes hemostaticas e
hemolise intravascular, associados ao tromboembolismo, a principal complicagdo, acarretam
em um progndstico desfavordvel (17, 18, 27).

Caes ictéricos apresentando auto-aglutinagdo sdao potencialmente candidatos ao
desenvolvimento de tromboembolismo, principalmente pulmonar, com maiores chances de
obito se comparados com animais que ndo as manifestam (2, 27, 31). O aumento da
mortalidade em casos de hiperbilirrubinemia tem sido atribuido ao alto indice de hemolise
intravascular, devido a grande quantidade de IgM e complemento, e consequentemente, um
aumento da libera¢do de membranas de hemdcias com ag@o pro-coagulante (17).

A liberacdo do estroma das heméacias durante a hemolise pode ser o desencadeador da
coagulacdo intravascular disseminada (CID). Fatores teciduais sdo produzidos e liberados
pelos leucécitos quando as hemécias estdo sensibilizadas por auto-anticorpos, sendo estes
fatores de grande importancia na CID. A presenca de hemoglobina livre também predispde a
estados de hipercoagulabilidade atribuida a ligacdo com o 6xido nitrico (NO) e ao aumento da
agregacdo plaquetdria. O NO € vital para a vasodilatacdo e atua como um potente inibidor da
agregacao plaquetaria (17, 32).

A diminui¢do das concentracdes de albumina tem sido associada a um grande risco
tromboembdlico, mas a natureza desta associacdo ainda € incerta. A hipoalbuminemia pode
ser justificada por esta ser uma proteina de fase aguda negativa, além do comprometimento
hepatico e perda protéica por hemorragia serem comumente associados a AHIM (17, 33).
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Caes com AHIM e idade entre cinco a oito anos, apresentando auto-aglutinacdo e
aumento de bilirrubina total (BT) possuem uma sobrevida menor, mas nao ha relacdo entre
sobrevida e intensidade da anemia, contagem de plaquetas ou leucometria total. No entanto,
animais com suspeita de trombocitopenia imuno-mediada (TIM) nio foram avaliados (34).

Weinkle et al. (18) ndo detectaram correlagdo entre intensidade da anemia, atividade
sérica de fosfatase alcalina (FA) ou auséncia de resposta regenerativa eritréide com a taxa de
mortalidade em cdes com AHIM. No entanto, os animais que vieram a 6bito apresentaram
médias maiores de leucocitose e atividade de creatina quinase (CK) e menores concentracdes
de albumina e potdssio, sendo este ultimo relacionado a complicagdes tromboembdlicas
devido a vasoconstricao.

Aproximadamente 65-70% dos caes com AIHM também apresentam trombocitopenia e
cerca de 20% dos caes apresentam contagem de plaquetas inferior a 50.000/uL, sendo a
trombocitopenia associada ao aumento da mortalidade e risco de trombose (9, 17).

Caes com AHIM e trombocitopenia intensa (<50.000/uL) provavelmente por destrui¢do
primdria, sem relacdo com CID ou tromboembolismo, apresentaram uma taxa de mortalidade
maior (76,2%) do que animais apenas com AHIM. Destes, alguns possuiam histérico
sugestivo ou evidéncias, atribuidos a defeitos na hemostasia primaria (35).

A incidéncia de CID em pacientes com AHIM esté entre 12% a 45% (9, 10, 17, 27). A
trombocitopenia intensa estd associada ao alto risco de trombose em cdes com AHIM, sendo
que 90% apresentaram suspeita de CID (17). O diagnéstico confirmatério de CID pode ser
dificil nas AHIM, pois grande parte destas alteragdes hemostédticas também sdo observadas
nos animais apenas com tromboembolismo pulmonar (10). No entanto, o diagndstico de CID
pode ndo ser um fator de risco para trombose ou mortalidade em pacientes com AHIM (17).

A diminuicdo da atividade de antitrombina (AAT) tem sido relacionada ao risco
tromboembdlico e prognéstico desfavordvel. Esta diminui¢do estd relacionada com um
aumento do consumo, diminui¢do da producdo ou perda (renal, gastrointestinal ou
sangramentos). Para cdes, acredita-se que hd um risco iminente quando a AAT é <30% e um
risco elevado com AAT <60%. Ao se comparar animais doentes com AAT normal e
diminuida, o segundo grupo apresentou uma menor contagem plaquetdria, uma leucocitose
mais intensa, assim como um maior prolongamento de TTPA e maior proporcdo de
trombocitopenia e prolongamento de TP. Nos casos de AHIM, a diminui¢dao da AAT ocorre
pelo aumento no consumo nos estados de hipercoagulabilidade (36). Além disso, a
hipoantitrombinemia ¢é descrita como um marcador progndstico negativo para AHIM,
diferentemente das observacdes de Scott-Moncrieff et al. (9) que afirmam nao haver diferenca
entre a sobrevida e eventos tromboembdlicos dos cdes com AHIM quando comparados com
animais com AAT normal (36).

Caes com AHIM priméria apresentam uma mortalidade significativamente maior
quando associada a trombocitopenia, linfopenia, prolongamento de TP e TTPA,
hipofibrinogenemia, CID e aumento de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) no momento do diagndstico, assim como uma diminui¢do da
hemoglobina e aumento da leucometria global, bilirrubina e ureia plasmaticas entre o
momento do diagnéstico e apds trés dias de evolugdo, sendo esses pardmetros laboratoriais
uteis no prognéstico das AHIM (37).

Um sistema de escore, baseado em alteragdes clinicas tidas como indicadores de
prognéstico (idade, temperatura corporal, presenca de auto-aglutinacdo e concentragdes de
bilirrubina e albumina) foi proposto para se determinar o progndstico de caes com AHIM.
Caes que sobreviveram a doenga apresentaram um escore menor do que cdes que vieram a
obito ou foram eutanasiados. Este sistema tem como objetivo auxiliar na determinagdo do
progndstico e instituir uma possivel base comparativa dos diferentes tratamentos utilizados
para caes com sinais clinicos semelhantes (38).
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Um segundo sistema de escore avalia os seguintes parametros: sexo, sazonalidade
(estacOes quentes e frias), hematdcrito (< ou > a 20%), contagem de plaquetas (< ou > a
200.000/uL) e proteina total (PT) (< ou > a 6,0g/dL). Cada escore é somado e os caes
classificados em cinco grupos (escore 0 a 5). Caes com escore 0 a 1 apresentam melhor
progndstico, pois nenhum animal veio a 6bito. Caes com escore 2 ou 3 apresentaram um
prognodstico intermedidrio e com escore 4 € 5 um progndstico desfavoravel (39).

Considerando-se outros fatores progndsticos, observou-se uma influéncia significativa
para sexo, peso corporal, sazonalidade, hematdcrito, contagem de plaquetas, PT, uréia
nitrogenada, albumina, BT, sédio, TP e PDF, antes do tratamento com imunossupressao,
quando comparados os animais sobreviventes com os que vieram a 6bito. Caes machos, acima
de 12kg, nas estacdes mais quentes do ano, com intensa anemia (hematdcrito inferior a 20%)
e aumento de uréia nitrogenada de origem pré-renal, de PDF, TP e BT, somados a diminui¢do
de sédio, plaquetas, albumina e PT apresentaram um progndstico mais desfavoravel (39).

A proporcdo entre sintese e liberacdo de algumas proteinas plasmdticas, como a
haptoglobina, ceruloplasmina (Cp) e proteina C reativa (PCR), aumenta em processos
inflamatdrios (proteinas de fase aguda positiva). Esta resposta € rdpida e anterior a resposta
imune especifica, ou mesmo anterior aos sinais clinicos e de outras alteracdes inflamatérias
tradicionais como leucocitose e neutrofilia. Caes com AHIM apresentaram um aumento em
todas as proteinas de fase aguda, sendo que apenas o aumento de Cp e PCR foram
significativos quando comparado com animais sauddveis (40). Um rapido decréscimo da
concentracdo de PCR ¢é observado nos primeiros dias pds-tratamento, retornando ao intervalo
de referéncia em sete a nove dias com o sucesso do mesmo. H4 uma correlagdo significativa
entre PCR e contagem de leucdcitos e hematdcrito, sendo que estes dois tltimos parametros
retornam ao intervalo de referéncia em cerca de 30 e 90 dias, respectivamente. Portanto, as
determinacgdes das concentragdes destas proteinas sdo valiosas como rapidos marcadores de
remissao da doenca e eficdcia terapéutica (33, 41).

No Brasil, ndao hd um estudo que determine os fatores progndsticos das AHIM. A
presenca de dreas endémicas para diversas doencas infecciosas pode contribuir para a maior
prevaléncia de AHIM secundéria e ao maior risco tromboembdlico e mortalidade associados a
esta doenga, ou ainda, diferentes parametros determinantes para o progndstico, uma vez que
os estudos internacionais avaliam principalmente a AHIM primaéria.

COMENTARIOS FINAIS

A alta freqiiéncia de alteracdes hemostdticas juntamente com as alteracdes
tromboembdlicas fundamentam a importancia de um diagndstico precoce, efetivo e mais
preciso, além da utilizacdo de estratégias preventivas no que se refere a determinacdo dos
fatores de risco para o desenvolvimento destas complica¢des e ao tratamento das mesmas nas
AHIM. Dessa forma, ressalta-se a necessidade de estudos, pois sd@o poucos os dados
disponiveis sobre os fatores que determinam a ocorréncia das alteragdes hemostaticas nas
AHIM.

Assim, o risco de CID e de eventos tromboembdlicos devem ser considerados para uma
investigacdo clinico-laboratorial mais criteriosa, como fatores progndsticos e na conduta
terapéutica dos casos de AHIM. Além disso, hd a necessidade de se avaliar o quanto a
ocorréncia de uma doenca primdria pode contribuir para um maior risco de eventos
tromboembdlicos.

A determinagdo dos fatores progndsticos pode direcionar de forma mais efetiva a
terapéutica diante das diversas varidveis clinico-laboratoriais encontradas nas AHIM. As
diferencas entre paises observadas na identificacdo dos fatores progndsticos nas AHIM
ressaltam a importancia de uma investigacdo epidemioldgica para se definir a prevaléncia de
AHIM priméria ou secunddria e as alteracdes clinicas e laboratoriais associadas.
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SUPLEMENTACAO DA AMOREIRA NA ALIMENTACAO DO Bombyx mori L.
Antonio José Porto’
RESUMO

O desempenho na criagdo comercial do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) depende, em grande
parte, da qualidade da folha de amoreira fornecida. Embora existam dietas artificiais
especificamente formuladas, a folha ainda € a fonte alimentar mais barata e utilizada na
maioria dos paises produtores. Assim, esfor¢os tém sido conduzidos no sentido de produzir e
disponibilizar material de alto valor nutricional, que atenda as necessidades bioldgicas e
produtivas do inseto. O levantamento e apresentacdo das principais técnicas, estratégias e
substancias, que aplicadas direta ou indiretamente na amoreira, promovam a suplementacio
alimentar no bicho-da-seda € o propdsito desta revisdo, assim como sugerir e discutir novas
possibilidades, dando ao produtor alternativas para um manejo nutricional mais dinamico e
racional.

Palavras-chave: bicho-da-seda, folha da amoreira, nutri¢do.
SUPPLEMENTATION OF MULBERRY IN FEEDING OF Bombyx mori L.
ABSTRACT

The performance in the commercial breeding of silkworm (Bombyx mori L.) depend largely
on the quality of the leaf provided. Although there are artificial diets specifically formulated,
the mulberry leaf is still the cheapest source of food and used in most producing countries.
Thus, efforts have been conducted to produce and make available material of high mutritional
value, which meets the biological and productive needs of the insect. The lifting and
presentation of the main techniques, strategies and substances that directly or indirectly
applied in the mulberry, promote food supplementation in silkworm is the purpose of this
review, as well as suggest and discuss new possibilities, giving the producer an alternative to
nutritional management more dynamic and rational.

Keywords: silkworm, mulberry leave, nutrition.

COMPLEMENTACION CON MORERA PARA LA ALIMENTACION DE Bombyx
mori L.

RESUMEN

El desempeiio en la crianza comercial del gusano de seda (Bombyx mori L.) depende en gran
medida de la calidad de la hoja de morera proporcionada. A pesar de de la existencia de dietas
artificiales especificamente formuladas, la hoja de morera sigue siendo la fuente de alimento
mads barata y utilizada en la mayoria de los paises productores. Por lo tanto, se han llevado a
cabo programas para producir y poner a disposicion material con alto valor nutricional, que
satisfaga las necesidades bioldgicas y productivas de estos insectos. La recopilacion y

! Pesquisador Cientifico. Rodovia Eduardo Dias de Castro, Km 1,5 — CP. 16 CEP. 17450 000 - Gélia, SP, Brasil.
Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Gdlia. P6lo Regional Centro Oeste, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sado Paulo
(UPD/APTA/SAA). Tel./Fax: 0XX(14) 3274 1140, E-mail: porto@apta.sp.gov.br

Porto AJ. Suplementagdo da amoreira na alimentagdo do Bombyx mori L. Vet. e Zootec. 2013 mar.; 20(1): 20-
32.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 21

presentacion de las principales técnicas, estrategias y sustancias que directa o indirectamente
aplicado a la morera, promueven la complementacion alimenticia del gusano de seda es el
propoésito de esta revision, asi como sugerir y discutir nuevas posibilidades, dando alternativas
al productor para un manejo nutricional mas dindmico y racional.

Palabras claves: gusano de seda, hoja de morera, nutricion.
INTRODUCAO

O bicho-da-seda, Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae), em sua evolugdo
desenvolveu alta afinidade nutricional com uma espécie vegetal especifica, a amoreira (Morus
sp.), podendo ser classificado, conforme o héabito alimentar, em mondfago (um tipo de
alimento), fitéfago (origem vegetal) e fil6fago (folhas) (1). As interagdes entre insetos e
plantas hospedeiras sdo determinadas por estimulos, relacionados com a presenca de
substancias primdrias (estimulo nutritivo) e secunddrias (estimulo de odor, sabor) nas plantas
(2).

No caso do bicho-da-seda, as lagartas sao inicialmente atraidas por odores das folhas da
amoreira (fatores de atragdo, ex.: citral). Quando ocorre o contato, a presenca de algumas
substancias estimula a maxila do inseto, desencadeando o comportamento da mordida (fator
de mordida, ex.: B-sitosterol, morin ou isoquercitrin). Dentro do aparelho bucal, outro agente
estimula o processo de continua degluti¢do (fator de degluticdo, ex.: po de celulose). Além
desses, ocorre acdo de outras substincias, denominadas de fatores suplementares (ex.:
difosfato de potdssio, sucrose, inositol, silicasol). O conjunto dos fatores induz a alimentacdo
do inseto (3).

Apenas em condi¢des extremas, como no Japao, onde as adversidades do clima e os
altos custos restringem a produgdo da amoreira, a substituicdo da folha por dietas artificiais
tornou-se uma necessidade (3, 4). Na maioria dos paises produtores de seda, localizados em
regides tropicais, a folha da amoreira ainda € o Unico alimento das lagartas, sendo utilizada na
sua forma natural.

A estreita relacdo de dependéncia do bicho-da-seda com a amoreira simplifica 0 manejo
alimentar, quando se considera a producao de um unico tipo de alimento, as facilidades de
implantacdo, formag¢do e manutencdo do amoreiral, entre outros fatores. Por outro lado, a
necessidade de um alimento sempre fresco coloca o inseto em condi¢do vulneravel frente as
variagcdes que afetam a qualidade da folha. Assim, mesmo apresentando caracteristicas que
normalmente atendem as necessidades bdsicas, a amoreira estd sujeita a significativas
alteracoes em sua composicdo, relacionadas com a cultivar utilizada, com condi¢des
climédticas, espacamento, disponibilidade de 4gua, tipos de solo, podas, crescimento e
maturidade das folhas, transporte e armazenamento das folhas, entre outros (5). Além das
exigéncias intrinsecas a espécie, deve-se levar em conta que, em criagdes comerciais,
utilizam-se lagartas hibridas de alto desempenho produtivo, com conseqiiente aumento das
exigéncias nutricionais.

Frente a essas condic¢des, torna-se imprescindivel a produgdo e disponibilizacdo de
material alimentar de alto valor nutricional. Nesse sentido, estudos vém sendo desenvolvidos
com o objetivo de avaliar substancias que, aplicadas de forma direta ou indireta na amoreira,
supram as deficiéncias ou elevem os componentes nutricionais da folha, promovendo efeitos
benéficos para o inseto e conseqiientemente na producdo de seda. O levantamento e
apresentacdo das principais técnicas, estratégias e substancias utilizadas para suplementacdo
alimentar do bicho-da-seda € o propdsito deste trabalho, assim como sugerir e discutir novas
possibilidades.
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Técnicas e estratégias para suplementacao alimentar do bicho-da-seda
1. Adubacao

O uso de fertilizantes € uma das mais antigas e preconizadas préticas para melhorar a
producdo da amoreira, em quantidade e qualidade. De acordo com Abramides (6), o principal
fator de recuperacdo do amoreiral € a adubagdo, provendo-o de condi¢des para aumentar a
producdo de massa foliar, assim como elevar o teor de nutrientes das folhas e
conseqiientemente melhorar a produgdo de casulos. A adubagdo pode ser realizada no solo ou
diretamente nas folhas.

a) Solo

A aplicagdo de adubos organicos e quimicos na cultura da amoreira é descrita nos
manuais de Sericicultura, sendo comumente recomendada em funcdo dos resultados de
andlises e exigéncias nutricionais da planta. Efeitos da adubacdo na amoreira sobre o
desempenho do bicho-da-seda t€ém sido amplamente investigados.

Dentre os fertilizantes mais estudados estao os nitrogenados. Lagartas do bicho-da-seda
alimentadas com folhas de amoreira obtidas de plantas que receberam 200 Kg de
nitrogénio/ha/ano apresentaram aumento significativo no peso larval, peso do casulo, peso da
casca sérica e comprimento do fio de seda (7). A incorporagdo de nitrogénio no amoreiral e
sua influéncia no desempenho do bicho-da-seda foi avaliado por Sudo, Sho e Okajima (8). Os
autores concluiram que houve correlacdo positiva entre os niveis de adubacdo e os teores de
nitrogénio nas folhas e alta correlagdo entre o nitrogénio das folhas e caracteristicas como
peso das lagartas, peso dos casulos e quantidade de seda. Purohit e Kumar (5) relataram, no
entanto, que mesmo havendo tendéncia de que o aumento no teor de proteina na folha de
amoreira eleve a produgdo de casulo em cerca de 6% para cada adicional de 100 Kg de
nitrogénio/ha/ano, nao existem efeitos pronunciados do nivel de nitrogénio acima de 300
Kg/ha/ano sobre as caracteristicas do casulo.

Casulos mais pesados foram obtidos de lagartas do bicho-da-seda alimentadas com
folhas de amoreira provenientes de plantas adubadas com 200 gramas de sulfato de
amonio/planta, quando parcelado em trés vezes ao invés de dose tnica (9).

Além dos adubos nitrogenados, outros tipos sdo analisados e comparados entre si,
quanto aos efeitos na producdo da amoreira e caracteristicas do Bombyx mori L. Takahashi
(10) obteve casulos mais pesados para lagartas do bicho-da-seda que receberam folhas de
amoreira provenientes de plantas fertilizadas com adubo organico (2 Kg de esterco de
galinha/planta) em relacdo aos tratamentos com adubo quimico (20 g de N, 10 g de P,Os e
15g de K;O/planta) e sem adubacdo. No entanto, para peso das glandulas sericigenas (7° dia
do 5° instar) ndo observou variacdo significativa entre os dois tipos de adubagdao. Munhoz et
al. (11) também analisaram a influéncia da adubagdo quimica (NPK: 20:05:20) e organica
(esterco de galinha) sobre a producdo da amoreira e caracteres bioldgicos e produtivos do
bicho-da-seda. Os autores observaram aumento significativo na producdo de biomassa das
folhas de amoreira com uso de adubo organico, no entanto quanto ao desempenho do bicho-
da-seda, poucas variacdes foram obtidas frente aos tratamentos.

A aplicagdo de matéria orginica na amoreira, na forma pura (2 Kg de esterco de
galinha/planta) e associado ao gesso agricola (2 Kg de esterco de galinha + 250 gramas de
gesso/planta) foi estudado por Bellizzi, Marchini e Takahashi (12). Pelos resultados
apresentados, a cultivar IZ 56/4, adubada com matéria organica mais gesso produziu mais
folhas e ramos, influenciando positivamente o desempenho do bicho-da-seda quanto ao peso
dos casulos e teor de seda.
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Combinando N e K na dose de 400 -200 Kg N-K,O/ha/ano, aplicado em cinco vezes no
amoreiral, Shankar e Rangaswamy (13) obtiveram aumento nos parametros de qualidade do
bicho-da-seda, como peso do casulo e comprimento do fio de seda.

b) Foliar

A aplicagdo de nutrientes diretamente nas folhas da amoreira é uma estratégia de
adubacdo considerada muito eficiente como fertilizagdo suplementar (14), podendo ser
utilizada em situacdes especificas, como secas prolongadas e quando se requer uma resposta
rapida (15). De acordo com Sihghvi e Bose (16), a resposta das plantas aos nutrientes
aplicados na folha € mais rdpida, pois esses sdao facilmente absorvidos pelas folhas e
transportados para diferentes partes da planta, ativando reagdes metabdlicas e de assimilagao
das plantas, contribuindo assim para superar situagdes de estresse e promover a absor¢ao de
nutrientes pela raiz.

Indmeras férmulas e compostos vem sendo testados como fertilizante foliar na
amoreira. A pulverizacao foliar com nutrientes primdrios (N, P e K), secundarios (Mg) e
micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn) tém proporcionado bons resultados de producao da
amoreira, com ressalva para o potdssio, onde injurias foram observadas nas folhas, sendo
recomendado sua aplicacdo no solo (16).

Aumento na produgdo total e na composi¢cao bioquimica da folha da amoreira também
foi observado em plantas pulverizadas com solucao de uréia (17). Para Sarker e Absar (14), a
suplementacdo de uréia na folha é mais efetiva que sua aplicacdo no solo. Esses autores
observaram que folhas de amoreira pulverizadas com 0,5 % de uréia mais 2% de solucao de
FeSO,, ZnSO4, H3;BO4 € MnSO, superaram o tratamento controle (pulverizagdo com agua)
quanto ao conteddo de nutrientes nas folhas e proporcionaram elevacdo dos caracteres
relacionados ao desempenho do bicho-da-seda como: peso larval, peso de casulo, peso de
casca sérica, producao de casulo e comprimento do fio de seda.

2. Suplementos foliares

Neste item serd abordada a estratégia de aplicacdo de substancias na folha da amoreira,
nio com o objetivo de elevar a producdo de massa foliar, mas melhorar o seu valor
nutricional, suplementando a alimentacdo das lagartas do bicho-da-seda. Beneficios como
auxilio no controle de doengas, enriquecimento dos constituintes da folha, crescimento do
bicho-da-seda, assim como melhoria de caracteres relacionados com a produc¢do do casulo sdo
associados a aplicacdo de nutrientes foliares na planta da amoreira (18). Varias substancias
veém sendo avaliadas como suplemento foliar para o bicho-da-seda, sendo os principais grupos
0s minerais, vitaminas e proteinas (aminodcidos), além de extratos vegetais € compostos
quimicos diversos.

a) Minerais

A suplementagdao mineral do bicho-da-seda traz efeitos no crescimento larval e na
qualidade dos casulos (19). De acordo com esses autores, em lagartas do bicho-da-seda
alimentadas com folhas de amoreira suplementadas com mistura de biosal (fosfatos de Ca,
Mg, K, Fe e soda) foi observado aumento significativo na quantidade de alimento ingerido,
assimilado e convertido e na eficiéncia de conversao.

A alimentagdo do bicho-da-seda com folhas de amoreira suplementadas com calcio (1%
de cloreto de Ca) e magnésio (1% de cloreto de Mg) resultou em aumento no peso,
comprimento e largura do casulo e no peso e porcentagem de casca sérica, quando comparado
com o tratamento controle. Valores mais elevados das proteinas da seda (sericina e fibroina)
também foram observados com a suplementacao de magnésio (20).
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Resultados de maximo peso e comprimento corporal em lagartas do bicho-da-seda,
assim como superior producdo de casulo, foram obtidos nos tratamentos onde os insetos
receberam folhas de amoreira mergulhadas em solucdo de 0,2 % de nitrogénio, 0,3% de
potassio, 0,1% de célcio e 0,05% de cobre (21).

Testando trés métodos de administracdo de minerais na amoreira (solo, injecao na raiz e
pulverizagdo foliar), Aslam e Ashfaq (22) concluiram que a pulverizacio foliar foi o melhor
método, pois resultou em valores mais elevados para coeficiente de utilizagdo do alimento
pelo bicho-da-seda, para peso e comprimento larval e para peso de casulo, assim como menor
porcentagem de mortalidade e menor duracao larval.

b) Vitaminas

A suplementagdo com vitaminas € considerada como forma alternativa para o
enriquecimento da folha da amoreira e melhoria na nutri¢ao do bicho-da-seda (23).

Valores superiores para peso de casulo (24) foram obtidos quando lagartas do bicho-da-
seda receberam como alimento folhas de amoreira pulverizadas com solu¢do de cloreto de
colina (complexo B) a 1%, em relacdo aquelas que receberam folhas nio suplementadas.

Conforme Chandrakala et al. (25), cuidados devem ser tomados nas concentragcdes de
vitaminas utilizadas para suplementacdo do bicho-da-seda, que sdo requeridas em micro
quantidades, evitando assim os efeitos deletérios.

Babu et al. (26) observaram maiores valores para peso e comprimento do fio de seda
quando forneceram suplementacdo oral de dcido ascorbico (1,5% de acido ascérbico na folha
da amoreira) para lagartas do bicho-da-seda nos primeiros dois instares. No entanto h4 relatos
que doses altas de vitamina C causam decréscimo do peso larval, podendo ocasionar a morte
das lagartas do Bombyx mori L. (27).

A aplicagdo de determinadas concentragdes de tiamina (vitamina B;) na folha da
amoreira, como suplemento alimentar para lagartas do bicho-da-seda, resultou em aumento
significativo na duragao larval, peso do casulo, peso da casca sérica e fecundidade (28).

Entretanto, doses excessivas de vitamina B3 (concentragdes de 1,2 e 3,0 gramas/litro),
quando aplicadas na folha da amoreira e fornecidas as lagartas do bicho-da-seda no quarto e
quinto instar, provocaram a interrup¢ao na alimentag@o e no crescimento normal das lagartas,
sintomas de hipervitaminose, diminui¢do no peso larval em relagdo ao grupo controle e
aumento do periodo larval (29).

As vitaminas, aplicadas nas folhas da amoreira como compostos, tem sido objeto de
estudos. Resultados positivos no peso da lagarta e do casulo foram obtidos por Evangelista,
Carvalho e Takahashi (30), quando suplementaram a folha da amoreira com um complexo
multi-vitaminico. Também Etebari e Matindoost (31), quando pulverizaram vitaminas (multi-
vitaminas) na folha da amoreira e alimentaram o bicho-da-seda, obtiveram resultados
significativamente superiores ao controle para peso larval e peso de casulo.

¢) Proteinas e aminoacidos

No bicho-da-seda mais de 60% dos aminoacidos absorvidos sdo utilizados na producio
de seda, sendo que 72 a 86% dos aminodcidos obtidos sdo provenientes das folhas da
amoreira (32), o que exige folhas com alto teor protéico, variando de 15 a 28% (33).

De acordo com Ullal e Narasimhanna (34), ingredientes protéicos de alto valor
nutricional e alta digestibilidade, quando fornecidos ao bicho-da-seda como suplementos da
dieta, podem melhorar o desenvolvimento larval e a produgdo de casulos.

A suplementagdo com éster metil leucina (Leu-OMe) aumentou significativamente a
atividade do sistema de transporte digestivo do bicho-da-seda, estimulando a absor¢do de
aminodcidos e conseqiiente rapidez no crescimento da lagarta e aumento de 20% no peso da
casca sérica (35).
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Valores significativamente superiores para peso larval e pupal e para diferentes
caracteristicas do casulo do bicho-da-seda, assim como aumento da fecundidade, fertilidade,
emergéncia de adultos e longevidade, foram obtidos por Laz (36), quando alimentaram
lagartas com folhas de amoreira mergulhadas em solucao de metionina e triptofano.

O enriquecimento da folha de amoreira com Extrato Hidrossolivel de Soja (EHS), em
quantidade equivalente a 10% da demanda protéica de PB, na dieta a base de folhas da
cultivar de amoreira IZ 56/4, proporcionou menor ingestdo de alimento pelas lagartas do
bicho-da-seda e maior qualidade dos casulos produzidos (37). Também Sedano et al. (38)
obtiveram melhores resultados para peso de casulo e teor de seda bruta, quando adicionaram a
folha da amoreira EHS e treonina, na quantidade de 10% do total de EHS fornecido na dieta.

Radjabi (39), no entanto, estudando o enriquecimento de folhas de amoreira com
diferentes concentracdes de aminodcidos (aspergina e alanina), ndo observaram efeito
significativo dos tratamentos sobre a producdo de seda.

d) Extratos vegetais

Virios extratos de plantas tém sido testados como suplementos para o bicho-da-seda,
sendo observados efeitos no peso corporal, peso das glandulas de seda e comprimento do fio
de seda (40). De acordo com Chandrakala et al. (25), extratos vegetais podem ndo conter os
principais  nutrientes em  quantidade  suficiente, mas  certamente  contém
fitoquimicos/aleloquimicos que podem influenciar o metabolismo larval do bicho-da-seda.

Grande € o numero de estudos conduzidos com o objetivo de avaliar extratos de
diferentes espécies de plantas, utilizadas como suplemento para o bicho-da-seda. Conforme
Gururaja e Patil (41), o p6 da semente de Amaranthus € rico em carboidratos, proteinas, ferro
e caroteno, tendo efeito benéfico no Bombyx mori L., elevando a producdo de seda devido ao
aumento no peso do casulo e da casca sérica.

Extrato de café (Coffea ardbica), quando aplicado sobre folhas de amoreira, sendo essas
utilizadas na alimentacdo do bicho-da-seda, resultou em aumento no peso do casulo,
indicando a presenca de estimulantes de crescimento (42).

Diferentes concentracdes de extrato da folha de Acacia indica e Vitex negundo,
aplicadas no bicho-da-seda, promoveram ganhos significativos no peso de casca e
comprimento do fio de seda (43).

Kumar et al. (44), embebendo folhas de amoreira em solu¢do de micro alga azul-verde
(Spirulina) e alimentando lagartas do bicho-da-seda, observaram, na concentracdo de 300
ppm, que os resultados para peso de casulo, peso de casca, peso de pupa e comprimento do fio
foram significativamente superiores ao controle e aos tratamentos com 100 e 200 ppm.

Efeitos do Tridax procumbens, Tribulus terrestris € Parthenium hysterophorus foram
observados no bicho-da-seda, com aumento significativo do peso larval em relacdo ao
tratamento controle e diminui¢do da mortalidade larval (45).

O desenvolvimento larval e caracteres de producdo do casulo do bicho-da-seda foram
melhorados quando as lagartas foram alimentadas com folhas de amoreira enriquecidas com
extrato de Aloe vera L. (46).

Aspectos da alimentacio do bicho-da-seda com dietas artificiais

Grande parte dos conhecimentos acumulados sobre alimentacdo do bicho-da-seda,
relacionados com suas necessidades nutricionais, composi¢do quimica e fisica da folha de
amoreira e as complexas relacdes inseto/planta foram obtidos em funcdo dos avangos nos
estudos com dietas artificiais (3).

A busca por um alimento preparado que substitua a folha da amoreira e atenda as
exigencias nutricionais do Bombyx mori L., possibilitando adequado desempenho bioldgico e
produtivo, tem sido objeto de varios estudos. Essas pesquisas ganharam forca a partir da
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década de 60 e representaram importante avango na criacdo do Bombyx mori L., tanto para
fins experimentais quanto para fins comerciais, principalmente em paises temperados, com
tradicao na Sericicultura (4).

No Japdo, o desenvolvimento e uso de dietas artificiais na criagdo do bicho-da-seda
tornou-se uma necessidade devido a fatores como a impossibilidade de producdo da amoreira
o0 ano todo, frente as condi¢des adversas do clima, os altos custos de manuten¢do do amoreiral
e criacdo das lagartas (colheitas e tratos) e as vantagens da aplicacdo dessa técnica para
criagdo de lagartas “jovens” (1* instares) em cooperativas, possibilitando maximo rendimento
na producdo, melhor controle de patégenos, automatizacdo e uso de dietas balanceadas e ricas
em nutrientes (4).

O maior empecilho para a utilizagao de dietas artificiais em larga escala, na criagdo do
bicho-da-seda, € o custo elevado. Conforme Yanagawa, Shinbo e Yamamoto (47), o custo
calculado da dieta artificial € de cerca de 35% e 50% dos gastos totais da cria¢do do bicho-da-
seda, compreendendo os periodos do 1° ao 2° instar e do 1° ao 3° instar, em uma cooperativa
de criagdo, respectivamente.

Nas regides sericicolas do Brasil, as condi¢des favordveis de clima, na maior parte do
ano, propiciam a producao e uso da amoreira para alimentagao do bicho-da-seda, ndo havendo
registros da utilizacdo de dietas artificiais, mesmo para criacdo das lagartas nos primeiros
instares. Embora ndo haja, no momento, demanda para uso dessa técnica na Sericicultura
nacional, estudos vém sendo conduzidos. Miranda e Takahashi (48) avaliaram a eficiéncia de
utilizagdo do alimento pelo bicho-da-seda, quando receberam, no 5° instar, diferentes dietas
artificiais. A producdo de casulos foi avaliada e comparada, entre lagartas de Bombyx mori L.
alimentadas com dietas artificiais e com folhas de amoreira (49).

Perspectiva de nova técnica para suplementaciao

Diferente dos paises asidticos, onde normalmente se colhem as folhas da amoreira para
fornecimento ao bicho-da-seda (50), no Brasil padronizou-se o corte dos ramos, efetuados
rente ao solo (baixo fuste) em plantas com 80 a 90 dias de brotagdo, apds o ultimo corte (51).
Nesse sistema, embora sejam utilizadas técnicas que buscam maximizar a producdo de massa
foliar, com 6tima qualidade alimentar para as lagartas (calagem, adubagdo, estddio de
desenvolvimento da planta, cultivares, entre outros), processos degradativos sdo
desencadeados logo apds o corte da planta, perdurando por todo o periodo entre a colheita e
utilizagdo, com significativa perda na qualidade das folhas.

Conforme Nowak, Goszczynska e Rudnichi (52), as principais causas de danos pds-
colheita sdo a exaustdo de reservas, principalmente carboidratos pela respiracdo, a ocorréncia
de fungos e bactérias, responsdveis pela deterioracao dos tecidos e o bloqueio dos vasos
condutores do xilema, a producgdo de etileno, relacionado com a aceleracdo da senescéncia e a
perda de 4gua em excesso. O desbalango hormonal e a ativa¢do de enzimas associadas com o
amarelecimento das folhas (perda de clorofila) também podem ser citados como processos
bioldgicos que ocorrem nas plantas apds a colheita (53).

Os ramos de amoreira, apds o corte e por um determinado tempo, continuam realizando
suas fungdes vitais, como transpiragdo, respiracdo e reagdes bioquimicas. Narasimhamurty,
Donatus e Pillai (54) observaram decréscimo nos conteidos de proteina total e carboidratos de
folhas da amoreira apds 12 horas de preservacdo em camara de folhas, embora ndo tenham
notado mudangas significativas nos conteddos de polissacarideos e lipideos quando
comparados com folhas frescas. Para esses autores, a redu¢do nos conteidos de proteina e
carboidratos das folhas pode ser devido ao aumento da protedlise (quebra da proteina em
aminoécidos) e ao consumo de certa quantia de carboidratos para o metabolismo oxidativo
durante a respiracdo. Conforme Singh et al. (55), uma consideravel perda de umidade e
exaustdo de nutrientes na folha da amoreira ocorre no periodo entre sua colheita e utilizagao
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na alimentacdo das lagartas, principalmente em paises tropicais devido a alta taxa de
transpiracao.

Considerando a forma como a amoreira € manejada no Brasil, sendo toda a parte aérea
colhida (caule e folhas: ramos), e as perdas que ocorrem durante os processos de colheita,
transporte, armazenamento e utiliza¢do, algumas similaridades podem ser observadas, quando
se compara a Sericicultura com outros sistemas produtivos. Assim, na Horticultura e em
alguns setores da Floricultura (flores de corte), também ocorre o corte da parte aérea, ficando
o material sujeito aos processos catabdlicos e perdas na qualidade. Nessas atividades citadas,
a técnica de aplicacdo de solucdes nutrientes e conservantes no periodo do pds-colheita é
muito difundida, tendo por objetivo retardar a deterioracdo e aumentar a durabilidade das
plantas.

Segundo Brackmann (56), o aumento da longevidade de flores de corte tem por base o
fornecimento de dgua e agucares para a continuidade das atividades metabdlicas. A sacarose é
muito utilizada nas solucdes de manutencdo de flores de corte, repondo carboidratos
consumidos pela respiragdo e proporcionando redu¢do na transpiragao das flores e folhas, uma
vez que age no fechamento dos estdmatos e na regulagdo osmotica dos tecidos (52).

Nas flores, a capacidade de absor¢do de dgua pela haste € uma fung¢ao importante, sendo
que seu bloqueio provocard o murchamento prematuro, pois o processo de transpiracdo
continua e nao ocorre ganho liquido de dgua pelos tecidos vegetais (57). A obstru¢do dos
vasos condutores de dgua das hastes pode ser ocasionada pela proliferacdo de micro-
organismos como fungos e bactérias, assim como por embolia por ar ou como uma resposta
fisioldgica da planta ao corte do caule (58).

O crescimento de micro-organismos nos vasos condutores pode ser inibido pelo uso de
germicidas. Assim, reduz-se o bloqueio vascular estimulando a absor¢do de édgua e a
manutencdo da turgidez (52). Nas solucdes de manutencdo de flores, além dos actcares e
germicidas, outros compostos sdo utilizados, como fons prata, cobalto, potdssio, aluminio e
calcio, acidos organicos e seus sais, antioxidantes, inibidores de etileno e os reguladores
vegetais, como auxinas, giberelinas e citocininas (59).

Diante dos resultados positivos, relacionados com o aumento da longevidade de flores
de corte tratadas com solucdes nutritivas/conservantes, abre-se a possibilidade de adaptagdo
da técnica para aplicagdo em ramos de amoreira, durante o periodo de armazenamento.
Alguns beneficios poderiam ser obtidos, como o retardo dos processos degradativos,
aumentando o tempo de armazenamento, além de ser um meio de se prover dgua e nutrientes
para o enriquecimento nutricional das folhas e conseqiientemente suplementar a alimentagdo
do bicho-da-seda.

Porto (60) testou um sistema de armazenagem onde ramos de amoreira receberam
cobertura imida e as extremidades basais foram imersas em dgua. Por essa técnica, a umidade
e composi¢ao nutricional das folhas da amoreira foram mantidas, com teores apropriados para
alimentacdo do bicho-da-seda, por um periodo de armazenamento de até 72 horas.

CONSIDERACOES FINAIS

Quando se aborda o tema nutricdo animal, para a maioria das espécies de interesse
zootécnico, depara-se com uma gama enorme de varidveis que envolvem desde os alimentos
utilizados, suas diferentes categorias e combinacdes, formas de processamento, tipos de
suplementos, até as necessidades nutricionais do organismo, conforme a espécie, idade, sexo e
producdo.

Para o bicho-da-seda, embora sejam utilizadas dietas artificiais em situacdes especificas,
o alimento bésico das lagartas € a folha da amoreira. Essa op¢cao aparentemente restringe a
nutricdo do inseto a um unico alimento, cuja variacdo qualitativa dependerd dos fatores
relacionados com a planta.
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O levantamento e apresentacdo das principais técnicas, estratégias e substancias para
suplementagdo alimentar do bicho-da-seda, utilizando a folha da amoreira como substrato,
dard ao produtor novas perspectivas e alternativas para um manejo nutricional mais dinamico,
possibilitando a adequacao do alimento a diferentes necessidades, conforme o instar, época do
ano, exigéncias especificas de nutrientes e mesmo a administracdo de medicamentos,
contribuindo assim para o desenvolvimento da Sericicultura Nacional.
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DIAGNOSTICO DA HIDROCEFALIA EM ANIMAIS PELA .
ULTRASSONOGRAFIA, TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA E RESSONANCIA
MAGNETICA
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RESUMO

A hidrocefalia é caracterizada por um disttrbio na circulagdo do fluido cerebroespinhal (FCS)
que leva ao aumento do volume de liquor e consequente dilatacdo do sistema ventricular
cerebral. O diagnéstico definitivo € realizado por métodos de imagem como a radiografia,
ultrassonografia (US), tomografia computadorizada (TC) e ressonincia magnética (RM).
Métodos de mensuragdo quantitativa dos ventriculos foram propostos por diversos autores
para a deteccdo de ventriculomegalia por US, TC e RM. A US constitui-se de um método
confidvel, pouco oneroso e nao invasivo. Entretanto, apenas pode ser utilizada em animais
com fontanelas abertas quando se deseja uma boa resolu¢do das imagens. A TC e RM sdo
excelentes métodos para a obtengdo de imagens seccionais, sem sobreposicao de estruturas e
com maior diferenciacdo entre tecidos moles. A RM torna-se mais vantajosa em relagdo a TC
por permitir a obten¢do de informagao anatdmica mais detalhada e da composicao do cérebro
hidrocefalico.

Palavras-chave: hidrocefalia; animais; diagnostico por imagem.

HYDROCEPHALUS DIAGNOSIS IN ANIMALS USING ULTRASONOGRAPHY,
COMPUTERIZED TOMOGRAPHY AND MAGNETIC RESONANCE

ABSTRACT

Hydrocephalus is characterized by a disturbance in cerebrospinal fluid circulation, which
leads to increased CSF volume and, as a consequence, enlarged cerebral ventricular system.
The definitive diagnosis in live animals is accomplished by imaging methods such as
radiography, ultrasonography (US), computerized tomography (CT) and magnetic resonance
imaging (MRI). Methods for quantitative measurement of the ventricles have been proposed
by several authors for the detection of ventriculomegaly using US, CT and MRI. US is a
reliable, inexpensive and noninvasive technique for the detection of ventricular enlargement.
However, can only be used in animals with open fontanelles to acquire good image resolution.
CT and MRI are excellent methods for obtaining cross sectional images without overlapping
structures and have greater differentiation between soft tissue. MRI becomes advantageous
compared to CT while allows to obtain more detailed anatomical information and the
composition of the hydrocephalic brain.

Keywords: hydrocephalus; animals; imaging diagnosis.
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RESUMEN

La hidrocefalia se caracteriza por una alteracion en la circulacién del liquido cefalorraquideo
que lleva el aumento de volumen de este y a la consecuente dilatacion del sistema ventricular
cerebral. El diagnoéstico definitivo se realiza a través de métodos de imagen como la
radiografia, la ecografia, la tomografia computada (TC) y la resonancia magnética (RM). Han
sido propuestos varios métodos de medicion cuantitativa de los ventriculos para la deteccion
de ventriculomegalia por ecografia, TC y RM. La ecografia es una técnica confiable, barata y
no invasiva para la observacion de la dilatacién ventricular. Sin embargo, solamente se
obtiene buena resolucién de imagen en animales cuyas fontanelas estdn abiertas. La TC y la
RM son métodos excelentes para obtener imdgenes de cortes transversales, sin superposicion
de estructuras y una mayor diferenciacion entre los tejidos blandos. La RM tiene més ventajas
en relacion a la TC, ya que que permite la obtencion de informacion anatémica detallada y de
la composicién del cerebro hidrocefalico.

Palabras claves: hidrocefalia, animales, diagndstico por imagen.
INTRODUCAO

A hidrocefalia é o resultado de um distirbio na dinamica circulatéria do fluido
cerebroespinhal (FCS) e caracteriza-se pelo aumento do volume do FCS e conseqiiente
dilatac@o dos ventriculos cerebrais (1).

A hidrocefalia congénita é a forma mais comumente encontrada na rotina de pequenos
animais e freqlientemente ocorre em caes de ragas pequena e miniatura dentro do primeiro
ano de vida: Maltés, Yorkshire terrier, Buldogue inglés, Chihuahua, Lhasa apso, Pomeranio,
Poodle, Pug, Chowchow e Pequinés sdo as ragas mais relatadas. Gatos sao afetados
ocasionalmente (2).

Os sinais clinicos mais comumente descritos sdo ataxia, dificuldade de caminhar, andar
em circulos e cegueira (3).

A ultrassonografia constitui um método confidvel, pouco oneroso e ndo invasivo para a
constatacdo de ventriculomegalia quando comparado a tomografia computadorizada (TC) e
ressonancia magnética (RM) (4). Entretanto, a melhor resolug@o obtida com a TC € vantajosa
em relacdo a ultrassonografia na diferenciacio da ventriculomegalia clinicamente significativa
e da variacdo individual normal.

A TC € um excelente método para a obten¢do de imagens seccionais, sem sobreposi¢cao
de estruturas e com maior diferenciacdo entre tecidos moles, entretanto, varias estruturas nao
sdo visibilizadas diretamente (5).

A RM permite a obtencdo de informagdo anatomica detalhada e da composicdo do
cérebro hidrocefilico, como os danos causados a substincia branca (6).

REVISAO DE LITERATURA

De Lahunta e Glass (7) classificaram a hidrocefalia como compensatéria ou obstrutiva
e, esta ultima, em adquirida ou congénita. Na hidrocefalia compensatdria, uma enfermidade
ocasiona a perda de parénquima encefélico e o volume do FCS aumenta ocupando o local
dessa auséncia de tecido sem que haja aumento da pressao do FCS. Alguns exemplos incluem
hidranencefalia e a diarréia viral bovina que ocasiona hipoplasia e atrofia cerebelar. A
hidrocefalia obstrutiva ocorre devido a obliteracdo do fluxo ou auséncia de absor¢ao de FCS
gerando aumento da pressdo do FCS e dilatacdo do sistema ventricular. Algumas causas de
hidrocefalia obstrutiva adquirida incluem neoplasias (sendo os meningiomas mais comuns,
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ependinomas, meduloblastomas, entre outros), hemorragia intracraniana, infec¢ao/inflamacao
do sistema nervoso central e alteragdes degenerativas em caes. Essas varias alteracoes podem
ocasionar hidrocefalia seja por fibrose das vilosidades da camada aracnéide impedindo a
absor¢do do fluxo do FCS ou pela obstru¢ao mecanica do fluxo.

Regides anatdomicas do sistema ventricular como o forame interventricular, aqueduto
mesencefalico, aberturas laterais do quarto ventriculo e espaco subaracnéide, que apresentam
diametro reduzido, sdo pontos comuns de obstrucao (8).

Raramente, a hidrocefalia adquirida pode resultar de uma superproducdo de FCS, como
ocorre no papiloma de plexo cordéide, comum em humanos (3).

A hidrocefalia obstrutiva congénita estd associada a malformagdes que interferem na
circulagio ou absorcio do FCS e tem sido atribuida a malformacdo do aqueduto
mesencefalico e, raramente, a malformacao das vilosidades da camada aracnoide. A primeira
estd frequentemente associada a fusao dos coliculos rostrais e produz um aumento da pressao
intraventricular com atrofia do tecido cerebral e distor¢do dos ossos moles da calvéria —
cabeca em forma de cipula (7).

De Lahunta e Glass (7), também dividiram as hidrocefalias em comunicantes (nao
obstrutivas) — em que ha dilatacdo ventricular secunddria a obstru¢do extraventricular do
fluxo de FCS — e ndo comunicantes — dilatacdo ventricular devido a uma obstrucdo
intraventricular do fluxo de FCS.

Ultrassonografia

A ultrassonografia como meio diagndstico utilizado na investigagdo do encéfalo é
rotineiramente empregada em animais jovens, cujas fontanelas permanecem abertas, servindo
como janela acudstica. Embora seu uso em animais adultos seja restrito devido a barreira
proporcionada pelos ossos do cranio, Lorigados (5) concluiu que o exame pode ser realizado
utilizando como janela acustica os ossos temporal e parietal, entretanto com resolucdo inferior
das imagens. Estruturas como os ventriculos laterais e o terceiro ventriculo, o tecido cerebral
com seus sulcos, a fissura longitudinal, corpo caloso, plexo cordide, nicleo caudado, vermis e
o tentdrio do cerebelo foram passiveis de visibilizacao (9).

Alguns animais podem apresentar aumento de volume minimo nos planos descritos para
medida, mas ventriculos muito aumentados em outras dreas, como a parte caudal do corno
central e o corno temporal (10). Entretanto, a ventriculomegalia ndo deve ser sempre igualada
a hidrocefalia clinicamente significativa. As diferencas raciais e a gravidade dos sinais
clinicos devem ser consideradas (11).

Virios métodos foram propostos por diferentes autores para mensurar quantitativamente
os ventriculos laterais. De acordo com Hudson et al. (9), os ventriculos laterais sao
considerados aumentados quando sua altura excede, em corte transversal, na altura da
aderéncia intertalaimica ou caudalmente, 0,35cm no seu eixo dorsoventral; quando excedem
0,19cm a relacdo ventriculo-hemisfério ou quando excedem 0,25cm a relacdo ventriculo-
manto. Em corte sagital, a altura ventricular lateral ndo deve exceder 0,14cm. Spaulding e
Sharp (10), classificaram como ventriculomegalia moderada quando a relacdo entre a medida
dorsoventral do ventriculo lateral e a medida dorsoventral do cérebro encontram-se entre 15%
e 25% e, como ventriculomegalia grave, quando a relagdo resulta acima de 25%.
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Figura 1. Anatomia ultrassonogrifica transcraniana de Pinscher, 3A, F, com hidrocefalia discreta. A) Corte
transversal realizado na altura do tdlamo; B) Corte transversal com o feixe apontando caudalmente para
demonstrar o mesencéfalo; C) Sonograma realizado na altura da hipdfise; D) Corte parassagital direito (FL:
fissura longitudinal, SS: sulco esplenial do lado direito, VLE/D: ventriculo lateral esquerdo/direito, Al: aderéncia
intertalamica, P: lobo piriforme, H: hipocampo, M: mesencéfalo, CC: corpo caloso, 3V: terceiro ventriculo; NC:
nicleo caudado.
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Figura 2. Yorkshire, 5M, hidrocefalia assimétrica de ventriculos laterais. A) Corte transversal: relacdo
ventriculo-manto esquerdo e relacdo entre a dimensao dorsoventral do VE (ventriculo esquerdo) para a dimensio
dorsoventral do hemisfério cerebral esquerdo; B) Corte parassagital: dimenséo dorsoventral do VLE (ventriculo
lateral esquerdo).

Em humanos, diversos vasos cerebrais foram mapeados e seus parametros
caracterizados utilizando a ultrassonografia Doppler transcraniana. Entretanto, na Medicina
Veterindria, existem poucos relatos em uma populagdo limitada de pacientes (12). O indice de
resistividade (IR) normal, de acordo com Seo et al. (12), varia entre 0,55+0,04, sendo que nao
ha diferenca significativa entre as artérias cerebrais rostral e caudal.
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Hudson et al. (9), realizaram ultrassonografia Doppler das artérias cerebral rostral,
cerebral média e cardtida interna de 19 caes neonatos e a maioria dos IR permaneceram entre
0,6 € 0,7 e ndao excederam 0,86.

O circulo arterioso dos caes, também conhecido como circulo de Willis, € suprido por
trés fontes: lateralmente pelas artérias cardtidas internas (ramos terminais das artérias
carétidas comuns) e caudalmente pela artéria basilar, que origina-se da unido das artérias
vertebrais. Dos ramos rostrais da artéria carétida interna, emergem as artérias cerebrais rostral
e média (13).

Em estudo realizado por Saito et al. (14), verificou-se que o IR da artéria basilar era
mais elevado em cdes com hidrocefalia clinica quando comparado aos cdes com hidrocefalia
assintomdtica e, cdes assintomdticos, com ventriculomegalia grave e IR elevado, mais tarde
desenvolveram sinais clinicos. O aumento do IR ocorre devido a uma reducdo do fluxo
sanguineo no cérebro, cerebelo e tronco encefalico.

FMVZ - UNESP - BOTUCATU

Figura 3. US Doppler colorido no corte transversal (A) e parassagital direito (B): 1-artéria cerebral rostral; 2-
ramos calosos; 3-por¢do da artéria cardtida interna. C) US Doppler espectral demonstrando indice de
resistividade normal (0,5) da artéria cerebral rostral em cao com hidrocefalia clinica aguda.

Carvalho et al. (4), ao realizarem ultrassonografia transcraniana em 32 cdes com
hidrocefalia diagnosticada ao modo B, observou que o IR reduzia de acordo com a melhora
no estado clinico do animal, apés medicacao. Nao houve alteragdes ao modo B em relacdo a
melhora do paciente. As artérias cerebrais rostral, média e caudal foram mapeadas nos dois
hemisférios em duas ocasides: antes do tratamento clinico e apds 30 dias de terapia com
diuréticos e corticéides. Desse modo, a autora concluiu que o diplex Doppler transcraniano €
um método de avaliacdo hemodindmica capaz de monitorar mais precisamente o tratamento
da hidrocefalia em caes e verificar a resposta dos pacientes pelo IR das artérias cerebrais.

Tomografia computadorizada e ressonincia magnética

A maioria das pesquisas relacionadas a hidrocefalia encontradas na literatura utilizam a
RM como método diagnéstico. Alguns estudos tomograficos e de ressonancia envolvendo a
hidrocefalia experimental em cdes e ratos foram encontrados na literatura médica simulando o
aumento da pressao do FCS e do volume ventricular apés injec@o de caulin ou outros agentes
na cisterna magna. E de consenso geral que, apesar do possivel diagnéstico da hidrocefalia
pela ultrassonografia, a TC e a RM tornaram atualmente o diagnéstico da doenca mais
simples, revelando, em algumas ocasides, a propria causa da obstrucdo liqudrica. Permitem a
visibilizacdo de anomalias congénitas (como a avaliagdo da extensdo da atrofia cerebral), e
lesdes focais como massas intracranianas € processos traumdticos que possam levar a
hidrocefalia.

Os ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculos sdo bem definidos na tomografia
computadorizada enquanto o aqueduto mesencefdlico é pequeno demais para ser
demonstrado. O FCS possui valores de absor¢do discretamente reduzidos em relagdo ao tecido
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cerebral circundante e, portanto, sem qualquer alteragdo, o sistema ventricular aparece como
areas hipodensas circunscritas pela coloragdo hiperdensa do tecido cerebral (15).
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Figura 4. TC. Onga, 45d, hidrocefalia congénita. A) Severa descontinuidade dssea de temporal bilateral (setas);
B) Dilatagdo moderada de ventriculos laterais.
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Figura 5. TC. Cio com suspeita de encefalite. A) Corte transversal do encéfalo na altura da hipéfise antes e B)
apds a administracdo de meio de contraste com captagdo difusa (setas vermelhas). C) Corte dorsal e D) sagital
demonstrando ventriculomegalia discreta.

De acordo com o local do sistema ventricular que encontra-se dilatado e a presenga ou
auséncia de assimetria dos ventriculos laterais, pode-se sugerir a localizacdo anatomica da
lesdo que estd causando a ventriculomegalia: dilatacdo de apenas um dos ventriculos laterais
pode sugerir uma lesdo focal obstrutiva em topografia de forame interventricular ipsilateral,
assim como dilatacdo apenas dos ventriculos laterais indica obstrucdo caudal ao terceiro
ventriculo. Quando o terceiro ventriculo estd dilatado, a lesdo provavelmente situa-se em
topografia do aqueduto mesencefalico e, quando inclusive o quarto ventriculo dilata-se, ocorre
obstrucdo das aberturas laterais ou caudal a elas (16).

Garcia (17), por meio da TC realizou mensuracdo dos ventriculos laterais, terceiro
ventriculo e volume ventricular total em 50 cdes de diversas ragas (a maioria deles Cocker e
Golden Retriever). As médias encontradas foram: 463,93mm?3 para o volume ventricular
lateral direito, 535,87mm?3 para o volume ventricular lateral esquerdo, 110,54mm3 para o
volume do terceiro ventriculo e 1110,50mm?3 para o volume ventricular total. A assimetria
ventricular esteve presente em 62% dos caes, revelando um aumento predominante do
ventriculo esquerdo. Outros autores também documentaram a assimetria dos ventriculos
laterais como sendo normal (9, 17).

Nam et al. (18) realizaram mensuracdes da relagdo entre a altura do ventriculo em
relacdo a altura do cérebro, da relacdo entre a drea do ventriculo em relacdo a area do cérebro
e do volume do ventriculo em relacdo ao volume cerebral em cdes maltés com e sem
hidrocefalia pela RM ao nivel da aderéncia intertalamica. Enquanto nos animais sadios as
medidas foram menores que 15%, 7% e 5%, respectivamente; nos hidrocefdlicos foram
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maiores que 30%, 17% e 16%, respectivamente, o que significa que os trés métodos sao
excelentes para a avaliacdo de hidrocefalia pela RM. Entretanto, outros estudos sdo
necessarios para investigar os valores de referéncia para outras racas.

FMVZ - UNESP - BOTUCATU

Figura 6. TC. Bernese Mountain Dog, 7A, F, suspeita de Histiocitoma maligno. A) Scout; B) Estrutura
hiperdensa com realce apds administracdo de contraste localizada em topografia de hipéfise e extendendo-se
para a direita levando a compressdo do corno rostral do VLD e dilatagdo assimétrica; C) Corte dorsal e D) Corte
parassagital direito: dilatacdo moderada do corno caudal do VLD.

Em condi¢des normais, na RM, o sistema ventricular preenchido por FCS aparece
hipointenso (escurecido) na sequéncia de relaxamento T1 e hiperintenso (esbranqui¢ado) na
sequéncia de relaxamento T2. A capacidade da RM de fornecer cortes anatdmicos em
multiplos planos e com detec¢ao de diferencas sutis nos tecidos permite uma avaliacdo mais
precisa do sistema ventricular (8) e a torna ideal para a detec¢do antecipada de neoplasias
precoces e quando a resolucdo de contraste de tecidos moles deve ser altamente detalhada
(17). A RM também € superior a TC para defini¢do de estenose do aqueduto mesencefélico e
fusdo do coliculo rostral em casos de hidrocefalia obstrutiva congénita (19).

As encefalites e meningites, que podem levar a hidrocefalia devido a reducdo da
absor¢do do FCS, costumam aparecer mais evidentes na sequéncia de relaxamento T2 e, na
sequéncia FLAIR, como dreas de hiperintensidade multifocais no parénquima ou como um
sinal hiperintenso na superficie do cérebro ap6s administracdo de contraste. As neoplasias,
que podem causar obstrucdo mecanica do fluxo, apresentam-se com variados aspectos: o
meningioma (tumor cerebral mais comum em cdes e gatos) geralmente aparece iSO ou
hipointenso na sequéncia de relaxamento T1 e com captacao de contraste posterior (8).

Hidrocefalia ex-vacuo

A hidrocefalia ex-vdcuo - ou hidrocefalia externa - se refere ao aumento discreto ou nao
das dimensdes ventriculares, secundério a perda de parénquima cerebral (8) e com a maior
parte do FCS localizado no espago subaracnéide circunscrevendo os giros cerebrais (20). A
dinamica do FCS responsdvel pelo desenvolvimento da hidrocefalia ex-vacuo ainda nao foi
elucidada, mas acredita-se que possa ocorrer como uma consequéncia da hidrocefalia interna
severa (2). Em humanos, estd frequentemente associada a macrocefalia em criangcas como
uma sindrome congénita, mas também foi relatada em adultos secunddria a hemorragia
subaracn6ide. Na literatura sdo relatados sintomas neurolégicos discretos e evolucao
favoravel do quadro apds tratamento (2, 20).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos de diagndstico por imagem constituem a melhor ferramenta para a detec¢ao
da hidrocefalia em animais in vivo. Dentre eles, a US € o menos oneroso e nao invasivo capaz
de visibilizar ventriculomegalia em animais com fontanela aberta e mensurd-la. Apesar de
existirem, na literatura, diversos experimentos buscando a padronizacdo das mensuragdes
ventriculares - em malteses, yorkshires, beagles, pastores alemao, cockers e goldens retriever
com e sem hidrocefalia -, uma grande dificuldade no diagndstico da hidrocefalia por meio dos
cortes transversais de imagem seria a diferenciacdo entre variagdo normal do individuo e
ventriculos laterais aumentados anormalmente. Portanto, mais estudos com maior nimero de
amostragem e em outras racas, avaliados de acordo com peso e faixa etdria, sao necessdrios.

A TC e RM se tornam superiores a US no que diz respeito a possibilidade de serem
realizados em animais com fontanelas fechadas, sem que haja perda de resolu¢do da imagem
por artefatos e na capacidade de realizar multiplos cortes impedindo a sobreposicao de
estruturas. Portanto, permitem uma melhor defini¢ao dos ventriculos e possivel visibilizacdao
da causa da obstrucao liqudrica, em alguns casos.

Apesar de ser uma modalidade diagndstica restrita a poucas instituicdes e hospitais
veterindrios particulares no Brasil, a maioria dos artigos encontrados na literatura estrangeira
utilizaram a RM, o que demonstra ser um método acessivel em paises desenvolvidos.
Apresenta maior sensibilidade na resolucdo de contraste de tecidos moles permitindo a
avaliacdo de estruturas como aqueduto mesencefdlico e coliculos rostrais, que frequentemente
encontram-se alterados na hidrocefalia obstrutiva congénita. Também possui maior
importancia na definicio das relacdes anatdmicas de um tumor e estruturas normais
envolventes bem como para a detec¢do de dreas sugestivas de inflamac¢do do parénquima
cerebral e meninges — causas comuns de hidrocefalia adquirida.
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ABSTRACT

Sialoadenitis is a rare inflammatory disease of salivary glands, which may be caused by
infection, trauma or auto-immune disease. Ultrasonography is an imaging method considered
extremely advantageous in the identification and assessment of glandular diseases. In this
report we describe the cervical sonographic findings in a dog diagnosed with suppurative
sialadenitis in bilateral mandibular gland.

Keywords: ultrasonography, suppurative sialadenitis, dog.

SIALOADENITE SUPURATIVA EM GLANDULA MANDIBULAR DE UM CAO -
ASPECTO ULTRASSONOGRAFICO

RESUMO

A sialoadenite € uma rara afeccao inflamatdéria das glandulas salivares, que pode ter como
causas infeccdo, trauma ou doenca imunomediada. A ultrassonografia € considerada um
método de imagem extremamente vantajoso na identificacio e avaliacdo de doencas
glandulares. Nesse relato descrevemos os achados ultrassonograficos cervicais em um cao
diagnosticado com sialoadenite supurativa em glandula mandibular bilateral.

Palavras-chave: ultrassonografia, sialoadenite supurativa, cdo.

SIALOADENITIS SUPURATIVA EN GLANDUL}A MANDIBULAR DE UN PERRO -
ASPECTO ECOGRAFICO

RESUMEN

La sialoadenitis es una enfermedad inflamatoria rara de las glandulas salivares, que puede ser
provocada por infeccion, trauma e enfermedad autoinmune. El ultrasonido es un método
imagenoldgico considerado valioso para la identificacidon y evaluacion de las enfermedades
glandulares. En este reporte se describen los hallazgos ecograficos cervicales en un perro con
diagnéstico de sialoadenitis supurativa bilateral en las glandulas mandibulares.

Palabras clave: ecografia, sialoadenitis supurativa, perro.
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INTRODUCTION

Sialoadenitis, despite being a rare disease in small animals, is the most common lesion
that affects the salivary glands. This inflammatory condition can be caused by several factors,
including trauma, infection and immune-mediated disease (1). The acute suppurative process
commonly affects the parotid salivary gland, whereas the mandibular involvement is a rare
condition. Generally, in human, suppurative sialoadenitis is caused by ascendant migration of
agents from septic focus in oral cavity, such as chronic tonsillitis and dental sepsis, in patients
with reduced salivary flow (2).

The patients affected by sialoadenitis show an enlargement of the salivary glands, which
can be unilateral (3) or bilateral (4). Hypersialism and pain are also common clinical
manifestations (4). Ultrasonography is an important imaging modality for evaluation of the
salivary glands based on their accessibility, reliability and cost, besides having the advantage
of not exposing the patient to radiation and not requiring anesthesia (5). In this case report we
describe the cervical sonographic findings in a dog diagnosed with suppurative sialadenitis in
bilateral mandibular gland.

CASE REPORT

A 7-year-old male mixed breed dog showing apathy, anorexia and an enlargement of
bilateral submandibular structures, which first began in the right portion, was seen at a
veterinary hospital and submitted to a cervical ultrasonography in order to aid in the diagnosis
determination. An enlargement (more pronounced in the right frame) and a decrease in the
echogenicity of the mandibular lymph nodes were observed in the ultrasonographic
examination, however, no significant changes in their contour and echotexture, which were
regular and homogeneous, respectively, were identified (Figure 1). The mandibular salivary
glands (Figure 1), which measured approximately 1.76 cm (left) and 2.46 cm (right) long,
showed a slightly heterogeneous echotexture, a reduced echogenicity and a
hypervascularization in color Doppler imaging.

L
1 L 1.76 cm

Figure 1. Oblique longitudinal ultrasonographic image illustrating the left mandibular salivary gland
(between calipers), which measured approximately 1.76 cm long, with a slightly heterogeneous
echotexture and a decreased echogenicity. Enlarged mandibular lymph node, which measured
approximately 0.84 cm width, with a decrease in echogenicity can also be noted in the image (between
arrows).

Babicsak VR, et al. Suppurative sialadenitis in mandibular gland of a dog - ultrasonographic aspect. Vet. e
Zootec. 2013 mar.; 20(1): 42-46.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 44

In the medial region of the right mandibular salivary gland was observed a
hypoechogenic area with partially defined limits, measuring approximately 0.65 cm diameter,
suggestive of abscess (Figure 2).

1L 235 cm

Figure 2. Transversal sonographic illustration demonstrating the hypoechogenic area (between
arrows), suggestive of abscess, with partially defined limits, measuring approximately 0.65 cm
diameter, in the medial region of the right mandibular salivary gland (between calipers).

Ultrasonography also allowed the verification of a hypoechoic linear structure,
measuring 0.14 cm height, originating from the ventral portion of the bilateral mandibular
salivary gland and extending to mandibular bone area, compatible with the dilated right
mandibular salivary duct (Figure 3).

1L 246 cm

Figure 3. Transversal sonographic image showing the dilated right mandibular salivary duct (between
arrows), a hypoechogenic linear structure, which measured 0.14 cm height, originated from the ventral
region of the salivary gland (between calipers). The vascularization of the salivary gland can also be
noted by color Doppler imaging.

Later, under ultrasonographic guidance, collection of material from bilateral mandibular
salivary glands was performed by fine needle aspiration to cytological examination, which
indicated the presence of a suppurative sialoadenitis. The patient was submitted to an
antibiotic treatment, resulting in a total regression of the cervical volume in two days.
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DISCUSSION AND CONCLUSION

Sonographically, normal salivary glands are presented as slightly hypoechoic and
homogeneous structures, however, in cases of acute sialoadenitis, the sonographic findings
may be variable depending on the stage of evolution. Initially, the affected salivary glands
only show a volumetric increase and a well defined limit. In a later stage, a decreased
echogenicity and a heterogeneous echotexture can be visualized in the salivary glands, as
observed in the case reported, indicating the existence of an edematous process in these
structures (6).

Dilated salivary ducts can also be observed in ultrasonographic images, as identified in
this case report, which can be filled with a purulent content in cases of suppurative
sialadenitis. In salivary glands affected by this condition, hypoechogenic or anechogenic areas
with slightly irregular and poorly defined limits can be identified within them, suggesting the
existence of abscesses (7). In the animal reported a hypoechogenic area with similar
sonographic appearance to the one mentioned above was observed in the right gland. Due to
the sonographic aspect and the cytological alterations, an abscess was potentially suggested.

Other sonographic changes as hypervascularization of the salivary glands in color
Doppler imaging and regional lymphadenopathy, both found in the animal reported, may also
be observed in cases of sialoadenitis (6). In lymphadenopathy, the lymph nodes may be
enlarged, rounded shaped and with a decreased echogenicity (8). In the patient reported, an
enlargement of mandibular lymph nodes was verified since they presented a width greater
than 0.5 cm (8). The measurements of the right and left lymph nodes were approximately 1.15
cm and 0.84 cm, respectively. The right structure presented a larger size, possibly due to an
initial involvement of it since a right cervical enlargement was firstly observed.

Ultrasound can also aid in the diagnosis confirmation since, under ultrasonographic
guidance, it is possible to collect material for cytological examination by fine needle
aspiration or for histopathological examination by biopsy. This imaging modality allows the
selection of the most representative area to collection be done. Ultrasound also enables the
visualization of the tissue to be aspirated, and therefore, especially with the use of Color
Doppler, it is used to ensure that there are no intervening vascular structures in the area
selected to the collection procedure, in order to promote patient safety (9). In the animal
reported, the material collection was safely performed, without any complication after the
procedure.

Ultrasonography is an imaging modality of great importance for the diagnosis of
salivary gland diseases such as sialoadenitis, as it enables the evaluation of glandular and
extra-glandular structures and allows a safe collection of material, aiding therefore, in the
determination of the definitive diagnosis.
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RESUMO

O objetivo deste artigo foi relatar as intercorréncias apds ressec¢do cirdrgica de carcinoma de
células escamosas (CCE) em uma égua e as medidas de tratamento adotadas no poés
operatorio. Foi atendida no Setor de Cirurgia de Grandes Animais do Campus Jatai - UFG,
uma fémea equina de cinco anos de idade, com a presenca de neoplasia proliferativa, com
diametro médio de 13 cm, localizada na regido perianal e peri-vulvar, cuja avaliacdo
histopatoldgica revelou tratar-se de CCE. Dois dias apds a remo¢do do tumor, o animal
entrou em quadro de coélica, cuja sintomatologia persistiu por 20 dias, sendo adotado
tratamento clinico e remoc¢do manual de fezes, pois havia dificuldade de defecacdao, em
virtude de provéveis lesdes na musculatura adjacente, bem como no esfincter anal. A
insisténcia no tratamento proposto foi efetivo, pois assim que a ferida cirdrgica cicatrizou € o
animal restabeleceu a capacidade de movimentacdo do esfincter, o transito intestinal
normalizou.

Palavras-chave: colica, esfincter anal, carcinoma células escamosas, equinos.

POST-SURGICAL COMPLICATIONS AFTER PERIANAL AND PERIVULVAR
SQUAMOUS CELLS CARCINOMA RESECTION IN MARE

ABSTRACT

The aim of this paper was to report the complications after surgical resection of squamous
cell carcinoma (SCC) in a mare and treatment measures adopted in the postoperative period. It
was attended in Large Animal Surgery Department, Campus Jatai - UFG, a female equine,
five years old, with nodulein perianal and peri-vulvar region, whose histopathological
evaluation revealed CCE. Two days after tumor removal, the animalentered in
colic, which symptomatology persisted for 20 days, been adopted clinical treatment
and manual removal of feces, because the defecation was difficult by damage to the adjacent
muscle and anal sphincter. The insistence of the proposed treatment was effective, as soon as
the wound healed and the animal recovered the ability to move the sphincter, the intestinal
transit normalized.

Keywords: colic, anal sphincter, squamous cell carcinoma, horses.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue reportar las complicaciones posteriores a la reseccion
quirurgica de carcinoma de células escamosas (CCE) en equinos y el tratamiento adoptado en
el periodo postoperatorio. Una hembra equina de cinco afios de edad con presencia de nddulos
en la regién perianal y perivulvar fue atendida en el Departamento de Cirugia de Grandes
Animales de la UFG/Campus Jatai, la evaluacion histopatologica revelé que se trataba de
CCE. Dos dias después de la extirpacion del tumor, el animal presentd un cuadro de coélicos.
La sintomatologia persistié durante 20 dias, siendo adoptado tratamiento clinico y remocién
manual de las heces, hubo dificultad en la defecacion por probables dafios en los musculos
adyacentes, asi como en el esfinter anal. La insistencia del tratamiento propuesto fue efectiva,
pues tan pronto como la herida quirdrgica cicatrizé y el animal recuperd la capacidad de
control de movimientos del esfinter, el transito intestinal fue normalizado.

Palabras clave: carcinoma células escamosas, célico, equinos, esfinter anal.
INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) é o segundo tipo mais comum de neoplasia
cutdnea em equinos, cujas regides anatdomicas mais acometidas sdo pdlpebras, prepucio e
vulva (1). A ocorréncia do tumor intensifica-se, principalmente, nos animais que possuem
regides despigmentadas e desprovidas de pelos e sujeitas a radiacdo solar (2). As lesdes
podem se apresentar isoladas ou multiplas, com tamanhos variados e ulceradas (3).

As principais consequéncias da exérese cirdrgica de neoplasias nas regides perianais e
peri-vulvares sao lesdes em miusculos e nervos, comprometendo a motilidade intestinal,
principalmente do reto e esfincter anal (2, 4). Acrescenta-se ainda, o fato que a propria
manobra cirtdrgica pode provocar dor no periodo pds-cirurgico e dificultar o movimento
normal de defecacgdo (5-7).

O objetivo deste artigo foi relatar as intercorréncias apds resseccao cirdrgica de CCE
perianal e peri-vulvar em uma égua e as medidas de tratamento adotadas no pds operatério.

RELATO DO CASO

Foi atendida no Setor de Cirurgia de Grandes Animais (SCGA) do Campus Jatai - UFG,
uma fémea equina, raga Quarto de Milha de cinco anos de idade, com a presenga de nddulo
cutaneo firme com, aproximadamente 13 centimetros de didmetro, ulcerado, com superficie
irregular, na regido perianal e peri-vulvar (Figura 1). Realizou-se hemograma e leucograma,
que nao apresentaram altera¢des dignas de nota.
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Figura 1. Massa neopldsica proliferativa na regido perianal e perivulvar de fémea equina, raca
Quarto de Milha. Notar superficie irregular e ulcerada

Realizou-se bidpsia e encaminhou-se a amostra da neoplasia para exame histopatolégico
que confirmou tratar-se de CCE. Decidiu-se, entdo pela exérese cirirgica do tumor. O animal,
apo6s prévio preparo do campo operatério, foi submetido a jejum, sedagdo e analgesia com
cloridrato de detomidina, por via intravenosa (0,02mg/Kg) e bloqueio epidural caudal com
cloridrato de lidocaina a 2% na (0,2 mg/Kg) associado ao cloridrato de xilazina a 2%
(0,17mg/Kg) (7). Apds tricotomia, remog¢do das fezes e obstrucdo do reto com compressa
cirtrgica, fez-se incis@o cutanea margeando a drea tumoral e dissecacdo romba. A neoplasia
infiltrava-se nos musculos semitendineo e semimembrandceo, com profundidade aproximada
de doze centimetros (Figura 2). O espaco morto foi reduzido com fio absorvivel tipo categute
por meio de sutura continua simples. A dermorrafia foi realizada em padrao separado simples,
empregando fio de poliamida n°1.

Figura 2. Aspecto do local apds a resseccao da lesao tumoral. A dissecacdo do tumor revelou
uma infiltragdo nos musculos semitendinoso € semimembranoso

Ap0s recuperacdo anestésica, o animal foi solto em piquete e medicado com antibidtico
a base de penicilina benzatina (20.000 Ul/kg) a cada 48 horas por quatro dias e
antinflamatdrio ndo esteroidal a base de flunixin meglumine (1,1 mg/Kg) a cada 12 horas por
trés aplicagdes. Apds uso do flunixin meglumine, utilizou-ze dipirona sédica por mais cinco
aplicacdes na dose de 25mg/kg a cada oito horas.

Ap6s dois dias da cirurgia, notou-se que este apresentava, em pelo menos um periodo
do dia, tenesmo e mimica de dor abdominal. Ao exame clinico, verificou-se tempo de

Rabelo RE, et al. Complicagdes pds-cirtirgicas apés a excisdo de carcinoma de células escamosas na regido
perianal em fémea equina. Vet. e Zootec. 2013 mar.; 20(1): 47-51.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinadria e Zootecnia 50

preenchimento capilar e temperatura normais, taquicardia e taquipnéia. A auscultacdo da fossa
paralombar e do abdomen ventral direito e esquerdo revelaram hipomotilidade do ceco e do
c6lon. A palpacido notou-se fezes ressecadas na ampola retal. O quadro de célica apresentou-
se intermitente nos dias seguintes, realizando-se, entdo, a administracdo de flunixin
meglumine (1,1 mg/Kg), remo¢do das fezes duas vezes ao dia e administracdo de dleo
mineral, via sonda nasogastrica (Sml/kg) (6), uma vez ao dia, por dez dias. Como outras
intercorréncias, ao sétimo dia do pds-cirdrgico houve deiscéncia parcial da ferida, sendo
observada retracdo parcial da parede lateral do reto. Preconizou-se lavagem local com solucdo
de Dakin e uso de pomada auxiliar do processo de cicatrizagdo. Aos 45 dias, o paciente
recebeu alta, sendo recomendada ao proprietario observacdo do animal, devido ao risco de
recidiva da enfermidade (Figura 3).

" A5 rE F 3 - ‘ .
Figura 3. Deiscéncia parcial da ferida cirtrgica verificada ao sétimo dia apds a resseccao da
massa tumoral. Notar retracdo lateral da parede retal

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A suspeita clinica de CCE baseou-se em aspectos multifatoriais, com destaque para a
anamnese, aspecto da lesdo, localizacao anatdmica, cor da pele e pelagem e os dados obtidos
pelo exame clinico (8). A confirmacdo do diagndstico sé ocorreu apds o exame
histopatoldgico, cujos resultados concordaram com a literatura (8-10).

Devido a proximidade da ampola retal, musculos, nervos e esfincter anal, acredita-se
que danos a essas estruturas anatdmicas, mostraram-se inevitdveis, justificando as
complicagdes relatadas. A defecagdo constitui-se em um ato reflexo no qual as fezes s@o
descarregadas do célon terminal e reto, que pode ser ajudada pela prensa abdominal. A
distensao do célon terminal e reto é o estimulo normal para o reflexo, que inclui movimentos
peristélticos do cdlon terminal, contragdo do musculo longitudinal do reto e relaxamento dos
esfincteres anais interno e externo (10). Lesdes dos esfincteres impossibilitam seu
relaxamento e expulsdo das fezes, que tendem a se acumular nas por¢des terminais do c6lon
menor e reto, levando a absor¢do de dgua do conteido e culminando em ressecamento e
compactacdo (2). Desse modo, os achados clinicos notados apds o ato cirurgico, sdo
coerentes, uma vez que possiveis danos iatrogénicos, comprometendo musculatura e
terminacdes nervosas, ocasionaram inflamacdo do reto e anus, promovendo disfungdo
transitéria da defecacdo (2,4 e 7).

A terapéutica adotada no pds-operatdério mostrou-se pertinente, pois evitou o
agravamento do quadro de cdlica (2, 5). Optou-se pela utilizagdo da dipirona sédica por essa
exercer efeito analgésico e antiinflamatério por inibir potencialmente os nociceptores, tendo
este farmaco menor efeito sobre a COX-1 (11). A deiscéncia da ferida, conduziu o tratamento
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da ferida para segunda inteng¢do, com higienizacdo e curativos com iodo povidine (12, 13). A
defecacdo normal retornou por volta do 30° dia pds-cirirgico e seus parametros clinicos ndo
apresentaram altera¢des neste periodo. A ferida cicatrizou apds 25 dias com restabelecimento
dos aspectos anatdmicos e fisiolégicos do anus.

A retencdo reflexa das fezes, determinando quadro clinico de cdlica intermitente,
ocorreu em virtude do processo inflamatério pds-operatério que proporcionou disfungdo
transitéria do reto e anus. As alteracdes mostraram-se reversiveis e as condutas terapéuticas
adotadas foram corretas, estando o paciente com restabelecimento a normalidade das
caracteristicas anatdmicas e fisiolgicas do anus.
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ABSTRACT

This paper reports a case of parasitism by Dioctophyme renale in a maned wolf (Chrysocyon
brachyurus) found in rigor mortis in Sdo Paulo State. The wolf was subjected to necropsy
which indicated that its right kidney was parasitized by three D. renale specimens: one
female, one male and one larva. The right kidney was atrophied and had bloody content. In
such bloody content, there were eggs showing morphology characteristic of D. renale. The
left kidney was hypertrophied. On account of its predatory action, D. renale can reduce the
survival of maned wolves in their natural habitat.

Keywords: Dioctophyme renale, Chrysocyon brachyurus, dioctophymosis, renal hypertrophy

PARASITISMO POR Dioctophyme renale (GOEZE, 1782) EM LOBO-GUARA
(Chrysocyon brachyurus), BRASIL

RESUMO

Este artigo relata um caso de parasitismo por Dioctophyme renale em um lobo-guard
(Chrysocyon brachyurus), encontrado em rigor mortis no Estado de Sao Paulo. O animal foi
necropsiado, e o rim direito estava parasitado por trés exemplares de D. renale: uma fémea,
um macho e uma larva. O rim direito encontrava-se atrofiado e continha conteido
sanguinolento. Nesse conteido sanguinolento foram encontrados ovos com morfologia
caracteristica de D. renale. O rim esquerdo estava hipertrofiado. Devido a sua acdo
espoliadora, D. renale pode diminuir a sobrevida dos lobos-guards em seu habitat natural.

Palavras-chave: Dioctophyme renale, Chrysocyon brachyurus, dioctofimose, hipertrofia
renal.

PARASITISMO POR Dioctophyme renale (GOEZE, 1782) EN UN LOBO COLORADO
(Chrysocyon brachyurus), BRASIL

RESUMEN

En este trabajo se reporta un caso de parasitismo por Dioctophyme renale en un lobo colorado
(Chrysocyon brachyurus), encontrado en rigor mortis en el estado de Sao Paulo. El animal fue
sometido a necropsia y fueron encontrados una hembra, un macho y una larva de D. renale en
el rifion derecho, asi como atrofia del mismo 6rgano y contenido sanguinolento. En ese
contenido fueron encontrados huevos con caracteristicas morfolégicas de D. renale. Se
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observo también hipertrofia del rifién izquierdo. Debido a la naturaleza de su ciclo bioldgico
D. renale puede disminuir el tiempo de vida del lobo colorado en su habitat natural.

Palabras clave: Dioctophyme renale, Chrysocyon brachyurus, dioctofimosis, hipertrofia
renal.

INTRODUCTION

Dioctophyme renale (Goeze, 1782) is known as giant kidney worm since it is frequently
found in the renal pelvis of the definitive host and can be up to 100 cm long, the largest
nematode described in mammals. In the evolutionary cycle of D. renale, the intermediate host
is an aquatic oligochaete of the genus Lumbriculus which ingests eggs containing the first-
instar larva of the parasite, while the definitive host is infected by ingesting water containing
the oligochaete, or the paratenic host which can be a fish or an amphibian (1).

Parasitism by D. renale has been frequently reported in dogs (2), but this parasite has
also been found in wild animals all around the world. D. renale was already described in gray
fox (Urocyon cinereoargenteus) from Mexico (3), american marten (Martes americana) and
mink (Mustela vison) from the United States (4, 5). In Brazil, D. renale was found in bush
dog (Speothos venaticus) (6), southern two-toed sloth (Choloepus didactylus) (7), crab-eating
fox (Cerdocyon thous) (8) and maned wolf (Chrysocyon brachyurus) (9). Additionally, there
are sporadic reports in other mammals as atypical definitive hosts, such as cattle, horses,
swine. Regarding humans infections, D. renale is a zoonotic or public health concern, since
unequivocal cases in human beings have been documented (10).

The maned wolf is a wild canid found in cerrado areas or in open fields in Brazil. A
large number of these animals host parasites such as D. renale, Dipylidium spp., Toxocara
spp., Ancylostoma caninum, Uncinaria spp., Trichuris spp., Capillaria spp. and coccidia
which may lead to death due to stressing situations. Although scarce, epidemiological studies
of wild canids have cited that parasitic diseases can be the first causes of maned wolf
mortality (11).

CASE REPORT

In this paper, a case of a maned wolf parasitized by D. renale is reported. In August
2011, a young male maned wolf was found dead and in rigor mortis in a road at
Pindamonhangaba Municipality, Sao Paulo, Brazil (22° 55" 26" S, 45° 27" 43" W). During
necropsy, intense epistasis, oral cavity bleeding, hemothorax and hemoperitoneum were
observed, suggesting that the cause of death of this maned wolf was traumatism, probably due
to road killing. In the stomach, several rats and Diptera larvae were found partially digested.
Those larvae were also seen in the small intestine of this animal. The right kidney showed
renal parenchyma atrophy (Figure 1), bloody content and three D. renale specimens: one
female, one male and one larva (Figure 2). The bloody content present in the kidney was
analyzed under an optical microscope. The identified eggs were bioperculate, elliptical, brown
and had a thick layer, characteristic of D. renale. The left kidney was hypertrophied (Figure
3). The urethra and the bladder did not show macroscopic lesions.

D. renale is frequently descripted in brazilian dogs in comparison to other countries
suggesting that the disease is more prevalent in this country, where the diversified tropical
ecosystems may facilitate the harmonious coexistence (and adaptation) of the intermediate,
paratenic and/or accidental hosts of this parasite thereby increasing the chances of infection
and diagnosis (10). Maybe it can be extrapolate to wild animals.
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Figure 2. D. renale specimens present in the right kidney of the maned wolf
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Figure 3. Left kidney of the maned wolf with hypertrophy

Diagnosis of dioctophymosis in dogs is made by means of D. renale egg search in the
urine or imaging techniques such as radiography and ultrasonography (12). For wild animals,
however, parasitism by D. renale is generally diagnosed during post-mortem inspection. In
canids, this parasite is usually found in the right kidney due to its proximity to the duodenum
and can cause renal atrophy, pelvis dilation, fibrosis, urethral obstruction, chronic
inflammation or even total destruction of the renal parenchyma. In addition, D. renale can
migrate to the abdominal cavity. In dogs, clinical signs are not specific and may include pain,
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fever, prostration, hematuria, pyuria, reluctance to walk, increased frequency of urination,
anorexia, convulsions, anemia, ascites, renal and abdominal colic, weight loss, irritability,
polydipsia, proteinuria and uremia (2, 10). Considering maned wolves, there is lack of studies
of the pathological and clinical aspects of parasitism by D. renale. Parasitism by D. renale in
maned wolves is diagnosed during the capturing of such animals, and a large number of them
do not show clinical signs of dioctophymosis at that moment. Nevertheless, intense
deterioration caused by D. renale may lead this parasite to reduce the survival of maned
wolves in their natural habitat, acting in the population control and helping maintain the
genetic variability of these animals.

The presence of D. renale in maned wolves is related to the ingestion of water
containing the oligochaete or to the ingestion of the paratenic host, a fish or an amphibian,
containing the third-instar larva of D. renale. In Brazil, there are a few studies of the feeding
habits of maned wolves. On the other hand, studies based on the observation of these animals,
in the wild, have reported that their diet is constituted especially of fruits such as wolf apple
(Solanum lycocarpum) and small mammals or armadillos as the main sources of animal
protein. Birds, reptiles and medium- and large-size vertebrates are also found in the diet of
this species (13). Bueno, Belentani and Motta-Junior (14) were the only investigators to report
fish and amphibians in the diet of this animal, but always at very low proportions. Thus,
further studies of the diet of these animals are needed since they may be consuming fish
infected by D. renale.

This paper reports parasitism by D. renale in a maned wolf (C. brachyurus) and
suggests the implantation of measures to monitor parasitic load in this species, since the
parasites may lead to a decline in the population contingent of these animals.
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RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) € uma neoplasia frequentemente localizada em regiao
genital, embora possa ser encontrada em outros sitios como lesdo tnica. O presente trabalho
relata o acometimento de um cdo por TVT em localizacdo extragenital (lesdo cutanea em
membro pélvico direito) e com aspectos atipicos (lesdo ulcerada com tecido de granulagdo
exuberante) como lesdo unica. A mesma foi tratada com sulfato de vincristina, verificando-se
total regress@o tumoral com apenas trés aplicacoes.

Palavras-chave: TVT extragenital, dlcera, lesdo tnica, sulfato de vincristina.

CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR IN A DOG WITH SINGLE
EXTRAGENITAL LOCATION

ABSTRACT

The Transmissible Venereal Tumor (TVT) is a neoplasm often located in the genital region,
although it can be found on other sites as a single lesion. This work reports the involvement of
a dog for TVT in an extragenital location (right hind limb) and atypical appearance (ulcerated
lesion with exuberant granulation tissue) as a single lesion. The same was treated with
vincristine sulfate, verifying total tumor regression with only three applications.

Keywords: extragenital TVT, ulcer, single lesion, vincristine sulfate.

LOCALIZACION CUTANEA DE TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE EN UN
PERRO

RESUMEN

El tumor venéreo transmisible (TVT) es una neoplasia que se encuentra cominmente en la
region genital, aunque se pueden encontrar en otros sitios como una lesion tnica. Este trabajo
reporta la presencia de TVT extragenital (lesion cutdnea en el miembro tordcico derecho) con
aspecto atipico (ulceracion con tejido de granulacién exuberante) como una lesion unica. El
tumor fue tratado con éxito (regresion total) con tres aplicaciones de sulfato de vincristina.

Palabras clave: extragenital, TVT, ulcera, lesion tnica, sulfato de vincristina.
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INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é uma neoplasia contagiosa que, em condicdes
naturais acomete somente caninos (1). Sticker (2) constatou que essa neoplasia € transmissivel
por células transplantdveis, com localizacdo predominantemente venérea, afetando o pénis e a
vagina de cdes, mas também podendo ser encontrado em regides extragenitais (3).

Como método diagndstico pode-se usar a impressdo sobre lamina de microscopia
(imprint) e citologia aspirativa com agulha fina, sendo estes de simples e rdpida execugao,
além de baixo custo (4). Pela avaliacdo citoldgica o TVT pode ser classificado em trés tipos
distintos: plasmocitdide, linfocitéide e misto, sendo o plasmocitdide associado a maior
quimiorresisténcia (5).

Virias condutas terapéuticas vém sendo preconizadas para o TVT, dentre elas a mais
utilizada € a quimioterapia antineopldsica (6, 7) a base de sulfato de vincristina.

O objetivo do presente trabalho € relatar um caso de TVT de localizacdo extragenital
como lesdo cutinea unica e atipica em um cdo, abordando o diagndstico, tratamento e
resultados obtidos.

RELATO DE CASO

Foi atendida no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual do Maranhdo, uma
cadela sem raca definida, de aproximadamente 3 anos, pelagem dourada, 13 Kg, apresentando
lesdo de carater arredondado, ulcerada e com bordos espessados, associados a inflamagdo
(tecido de granulagdo exuberante) da regido do membro pélvico direito, medialmente, na
altura da articulagdo tibio-tarsica (Figura 1). A mesma foi encontrada na rua e desconhecia-se
seu histérico anterior. Ao exame fisico, verificou-se bom estado geral, auséncia de
claudicacdo e dor no membro afetado. Nao foram verificadas lesdes caracteristicas de TVT
em vulva ou vagina durante a realiza¢do do exame fisico

A principio, a lesdo foi tratada localmente utilizando-se limpeza com solucdo fisioldgica
seguido da aplicacdo de pomada antimicrobiana a base de nitrofurazona. Com o insucesso da
terapia, buscou-se investigacao de diagndsticos diferenciais.

Figura 1. Lesdo no membro posterior préximo a articulag@o tibio-tarsica, ulcerada e com
bordas espessadas, associada a inflamacdo.
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Foi realizado puncdo bidpsia aspirativa com agulha (PBAA) fina e imprints do
local, que revelaram presenca de células neopldsicas, com citoplasma abundante, grande
quantidade de vacuolos e nucleo excéntrico, compativeis com TVT plasmocitéide (Figura
3).

Adotou-se tratamento a base de sulfato de vincristina, na dose de 0,7/m?2, a cada 7 dias,
num total de trés aplicacdes. Observou-se rapida resposta com notdvel regressdo, diminui¢ao
da inflamacdo e producdo de tecido cicatricial nos bordos da ferida logo na primeira semana
(Figura 2A). A evolucdo do quadro clinico continuou com regressao total da lesio em um
prazo de 4 semanas (Figura 2D).

Figura 2. Evolugdo da lesdo durante e apds o tratamento. A: 1* semana de quimioterapia. B: 2°
semana. C: 3* semana. D: 4* semana demonstrando regressao total.

Foi solicitado ultrassonografia abdominal em que ndo foram verificadas lesdes ou
alteracdes metastdticas. Concomitantemente ao tratamento, foram realizadas coletas de sangue
para andlises hematoldgicas, bioquimicas (ALT, creatinina), com objetivo de avaliar possiveis
alteracoes hematoldgicas e sist€émicas induzidas pelo quimioterdpico. A partir da segunda
semana, observou-se somente elevagdo discreta das dosagens bioquimicas de ALT.

Figura 3. Células neoplasicas do grupo de tumores de células redondas encontradas na PBAA
realizada no local de lesao. Aumento de 400x (A) e 1000x (B).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

O TVT também pode se desenvolver em sitios extragenitais, como por exemplo,
mucosa nasal ou oral (8, 9). Mais raramente, podem ser encontrados em outras dreas,
incluindo gordura e peritonio, ou em 6rgdos como tonsilas, olhos, figado, baco, rim, pulmao e
musculatura (10-12). Ha relato de um caso intraocular primdrio deste tumor (13). O TVT
cutaneo tem aparéncia varidvel, porem a maioria dos cdes apresenta lesdo proliferativa
verrucosa, ou com nddulos tnicos ou disseminados e superficie ulcerada e fridvel (14). Lesoes
ulcerativas e de bordo espessado em pele foram relatadas por Santos et al. (15), em um
poodle, embora 0 mesmo apresentasse lesdo primdria vaginal e possivel metédstase em bago.

A transmissao do TVT cutianeo geralmente ocorre devido ao habito de socializagao dos
animais em lamber e morder que facilita a implantacdo das células neoplasicas ou pode
ocorrer na forma de metdstase de TVT genitais (16). Pelo fato do animal nao apresentar sinais
genitais da doenga, sugere-se a primeira hipétese como causa da transmissao.

Florez et al. (5) classificam os TVTs em trés tipos citomorfolégicos: o plasmocitdide
que apresenta uma quantidade superior a 60% de células com citoplasma amplo, nicleos
excéntricos e grande quantidade de vacuolos; linfocitéide caracterizado por uma quantidade
superior a 60% de células redondas com citoplasma finamente granular, nicleo central e
pouca quantidade de vactolos intracitoplasmaticos e o misto que apresenta células
plasmocitdides e linfocitéides sendo que nenhuma delas predomina em mais de 60% das
células. O animal do presente relato apresentou a forma plasmocitéide do TVT, que segundo
os autores estd associado a maior quimiorresistencia, devido ao aumento da expressdo de
glicoproteina P, que age no efluxo de alguns quimioterdpicos como vincristina e
doxorrubicina favorecendo a quimiorresisténcia (5).

Embora o TVT apresentado pelo animal seja plasmocitoide o mesmo respondeu
favoravelmente a quimioterapia a base de sulfato de vincristina por via endovenosa
apresentando regressao do tecido tumoral apds a segunda administragdo do quimioterapico e
regressao completa apos 4 semanas, em um total de 3 aplicagdes. Este resultado corrobora
com Olgivie (17) que constatou cura em 90% dos caes com TVT apds 3 aplicacdes de sulfato
de vincristina. Em outro estudo Silva et al. (6) observaram que 80% dos cades obtiveram cura
somente apos a 5* aplicagdo

Embora a forma mais comum de TVT cutianeo seja lesdes verrucosas ou nodulares
ulcerativas, deve-se suspeitar de TVT nos casos de lesdes cutineas de formagao ulcerativa e
exuberante de tecido de granulacdo como lesdo unica. Apesar da apresentacdo plasmocitéide
estar associado a maior quimiorresisténcia o animal do presente relato respondeu
favoravelmente a quimioterapia empregada, necessitando apenas de trés aplicacOes para
completa remissao do quadro.
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CANDIDA PARAPSILOSIS AS VERO CELL CULTURE CONTAMINANT IN
NEOSPORA CANINUM ANTIGEN PRODUCTION
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ABSTRACT

Neospora caninum has been identified as an important cause of infectious in cattle and dogs.
The parasite is successfully established in continuous passage in VERO cell cultures. Cell
culture contamination may present itself in two mainly forms: contamination with other cell
line or with microorganisms. In this paper we report a VERO cell culture of Neospora
caninum antigen production contaminated with Candida parapsilosis. Sequencing of the ITS
amplicons showed 99% similarity with deposited sequences of Candida parapsilosis at
GenBank. It should be noted through this report the possibility of contamination by Candida
parapsilosis in cell cultures, thus care in handling cultures should be redoubled.

Keywords: Neospora, VERO cells, Candida, cell culture contamination

CANDIDA PARAPSILOSIS COMO CONTAMINANTE DE CULTURA DE CELULAS
VERO NA PRODUCAO DE ANTIGENO DE NEOSPORA CANINUM

RESUMO

Neospora caninum tem sido identificado como um importante agente causador de infec¢des
em bovinos e caninos. O parasita € mantido com sucesso em passagens continuas em culturas
de células VERO. A contaminacdo de culturas células pode ocorrer de duas formas principais:
contaminacdo com outras linhagens celulares ou com micro-organismos. Neste trabalho,
relata-se uma cultura de células VERO para producido de antigeno de Neospora caninum
contaminada com Candida parapsilosis. O sequenciamento dos amplicons da regido ITS
apresentou 99% de similaridade com Candida parapsilosis nas sequéncias depositadas no
GenBank. Ressalta-se através deste relato a possibilidade de contaminag¢do por Candida
parapsilosis em cultivos celulares, devendo-se redobrar os cuidados na manipulacao.

Palavras-chave: Neospora, células VERO, Candida, contaminagdo de culturas celulares

CANDIDA PARAPSILOSIS COMO CONTAMINANTE DE CULTIVOS CELULARES
VERO EN LA PRODUCCION DE NEOSPORA CANINUM ANTIGEN

RESUMEN

Neospora caninum ha sido identificado como un importante agente causador de infecciones
en bovinos y caninos. Este pardsito es mantenido con éxito en cultivos celulares VERO. La
contaminacion de los cultivos celulares puede ocurrir de dos formas principales: la
contaminacion con otras lineas celulares o con microorganismos. Este trabajo relata un cultivo
de células VERO para la produccién de antigeno de Neospora caninum contaminada con
Candida parapsilosis. La secuenciacion de los amplicones de la regién ITS presenté 99% de
similitud con las secuencias de Candida parapsilosis depositadas en GenBank. Se destaca en

! Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Piblica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP-Botucatu

Cavalcante RV. et al. Candida parapsilosis as vero cell culture contaminant in Neospora caninum production.
Vet. e Zootec. 2013 mar.; 20(1): 62-65.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 63

esta comunicacién la posibilidad de contaminacién de los cultivos celulares por Candida
parapsilosis y, por lo tanto, la importancia de redoblar los cuidados en la manipulacion de
estos.

Palabras clave: Neospora, células VERO, Candida, contaminacién de cultivos celulares

Neospora caninum is a parasite discovered and described in 1984 and 1988,
respectively and affects mainly cattle and dogs. It is traditionally maintained in laboratories in
cell cultures for antigen production for serologic diagnosis by indirect immunofluorescence
technique (1).

Since cell culture production consists of a aseptic environment, its maintenance depends
on physical and chemical controls to prevent contamination. Cell culture contamination may
present itself in two mainly forms: contamination with other cell line or with microorganisms.
In the second form, contamination may arise from the operator or from laboratory
environment, such as media, serum, poor aseptic technique and airborne contamination.
Microbial contamination agents are mycoplasma, bacteria, fungi, yeasts and viruses, being
mycoplasma the most common agent reported in cell culture contaminations (2,3).

In this paper we report a VERO cell culture of Neospora caninum antigen production
contaminated with Candida parapsilosis. The genus Candida is characterized by globose,
ellipsoidal, cylindroidal or elongate cells with holoblastic budding reproduction and the
ability of form pseudohyphae (4). Candida is considered the most important saprophytic
opportunistic mycoses reported causing oral, gynecological and dermatological disease (9,
10). It affects mainly patients in intensive care units, with cancer, undergoing surgical
procedures and neonates (5).

The species C. parapsilosis was described by Langeron and Talice in 1932 (12). It is the
second leading agent of candidemia in Latin America and it is distributed through all ages,
including neonates. C. parapsilosis cluster in the northern hemisphere, and associated with
lower mortality rates (5).

The NC-1 strain of Neospora caninum is maintained in Vero cell culture in the
Zoonosis Diagnostic Laboratory (FMVZ-UNESP/Botucatu) for production of antigens for
Indiret Immnunofluorescence (IIF), used in routine and surveys diagnostic in the laboratory.

Vero cells are grown in sterile and disposable polystyrene bottles of 25 cm®. The culture
is maintained with 6 ml of RPMI 1640 medium supplemented with 10% of inactivated and
sterile fetal bovine serum (FBS) and added 1% of antibiotic-antimycotic solution containing
streptomycin, penicillin and amphotericin B (Invitrogen Cat. n. 15240-096). It is incubated at
37°C, 5% CO; and with humidity control, favoring cell growth.

The cell monolayer is generated from growth and confluence of cell being dispersed, in
order to obtain cells free to chime in new bottles with the aid of the enzyme trypsin. After the
establishment of the monolayer, which occurs after 48 hours of incubation, the bottles are
inoculated with 500 pL of suspension of tachyzoites of N. caninum NC-1 strain. In four days,
formation and disruption of the cysts occurs. For the production of antigen through the
infection of cell it is used medium without addition of FBS. The inverted microscope “Leica
MS60” and magnification of 400X is used to observe the growth of cell and parasites.

Before and after handling the bottles, a strict aseptic protocol is carried out using 10%
sodium hypochlorite solution, 70% ethanol and UV light for 20 minutes around the material
to be used such as bottles of medium and trypsin, pipettes, automatic pipettor, disposal
container, gloves and gauze.

In an attempt to reduce the risk of contamination between bottles of N. caninum
tachyzoites inoculated and cells bottles, the bottles inoculated with tachyzoites are handled
before the bottles containing only cell culture.
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It was first observed in a cell culture bottle uninoculated with tachyzoites, the presence
of oval to spherical structures, individually or grouped in clusters, which does not destroy the
cell monolayer. The bottle that was contaminated was discarded and reinforced the procedures
of antisepsis and asepsis.

Then, two bottles were presented contaminated with the same structure and were
selected to perform microbiological examination, along with aliquots of the means used
(RPMI enriched with antibiotics-antimycotics with and without FBS, fetal bovine serum and
tripsin. These samples were plated on blood agar and incubated in a bacteriological incubator
at 37°C, with evaluation for 72 hours. In 48 hours, there was growth of small colonies round,
shiny, smooth and creamy from the contaminated cell culture. Gram staining was performed
in which yeast-like organisms were observed, gram-positive cells presenting as varying from
globose to elongated, thin-walled features of Candida spp.. The samples were sent for
molecular detection. To control contamination, culture media, trypsin and FBS were
discarded and replaced with new sterile jars, despite the negative result in the blood agar. The
cleaning procedures for the room and the sterile laminar flow were reinforced and
contaminated bottles were discarded, obtaining good results in controlling contamination.

The DNA extraction from Candida spp. was performed according to Van Burik et al.
(6) using the Kit Illustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin® (GE Healthcare, USA).
The amplification was carried out by PCR reactions, using as primers ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) and ITS5 (5°-GGAAGTAAAAGTCGTAACAACG-3’)
that amplified 634 bp as described by White et al. (7). The process was performed in 25 pL
containing 1X PCR buffer (10 mM Tris HCI pH 8.0, 50 mM KClI), 1.5 mM MgCl12, 200 uM
dNTP, 10 pmol of each primer, 10 ng of purified DNA and 0.2 U.uL-1 of Platinum Taqg DNA
polimerase system (Invitrogen, Brazil). Thermal cycling conditions were 94°C for 5 min,
followed by 25 cycles at 94°C for 1 min, at 60°C for 2 min and 72°C for 2min and a final
extension at 72°C for 7 min. PCR products were identified by agarose gel electrophoresis.
Amplicons were purified by employing ExoSap (USB, USA). Using the sequencer 3500
Genetic Analyser (Life Technologies, USA), reactions was carried out in both strands
according to DYEnamicTM ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare). The
obtained sense and antisense sequences were visualized (Chromas 2.3 software,
Technelysium Pty Ltd, Australia), aligned by the MEGA 4 software and compared with the
NCBI database using BLASTn (Basic Local Alignment Tool for Nucleotide).

The molecular identities of these amplicons were confirmed by sequencing showing
99% similarity with Candida parapsilosis DNA sequence deposited at Gen Bank (gblHQ
263346.1).

Although some authors have reported contamination with yeast, the data in the literature
are scarce (8). It remains unknow the source of the contamination described. The commercial
culture media used, trypsin, bovine sera, the technical staff responsible for the ringing of the
cultures, as well as the aerosol formed during tripsinization of bottles of contaminated cell
cultures can be sources of contamination, although in this case growth of the agent was not
observed in the mediums used.

The medium used for cultures maintenance was increased by the antifungal
amphotericin B in order to reduce the risk of fungal contamination. However, it is
recommended to control yeast and especially C. parapsilosis, the use of ketoconazole and
itraconazole (8). In addition, there is controversy about the use of antibiotics, as some authors
argue that these may lead to aseptic technique failure in addition to inhibiting some processes
of eukaryotic cells and hide the presence of microbial contamination, since, without the use of
antibiotics, they shall become apparent as soon as possible, and indicates that culture should
be discarded before spreading contamination to other bottles or that one should try to
decontamination. The decontamination should be done only as a last resort, since it is not
always successful and can lead to the development of antibiotic resistance (9, 10).
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Another important source of contamination is the people who handle the cell cultures,
so the main contaminants will be the microorganisms present in human skin flora. It is know
that C. parapsilosis is typically a commensal of human skin and its pathogenicity is limited by
intact skin (5).

In a study, it was observed that most opportunistic pathogens microorganisms were
human recovered, which are inhabitants of healthy skin, throat, mucous membranes and are
also found in the environment. People disperse hundreds to thousands of organisms per
minute in the air. So, these microorganisms can travel through the air and be deposited in cell
cultures and later produce contamination (10).

The culture media and reagents, such as trypsin and fetal bovine serum were exchanged,
and the care of the manipulator with cleaning materials and equipment used and the
maintenance of cell cultures have been strengthened.

It should be noted through this report the possibility of contamination by Candida
parapsilosis in cell cultures, thus care in handling cultures should be redoubled.
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EM AMOSTRAS DE AMBIENTES AVICOLAS NO NOROESTE DO ESTADO DE
SAO PAULO
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RESUMO

Avaliou-se a presenca de bacteridfagos liticos para Salmonella Enteritis (SE) em granjas e
abatedouros no noroeste do Estado de Sao Paulo. Analisou-se um total de 102 amostras
obtidas de granjas de matrizes vacinadas contra SE, frango de corte com histérico de
isolamento de Salmonella spp., e também de abatedouros. Detectou-se a auséncia de
bacteri6fagos liticos para SE em 100% da amostras analisadas. Os achados podem estar
relacionados a praticas de biosseguridade no controle de SE, inclusive o uso de vacinagdo
contra SE em matrizes, reduzindo o agente a niveis nao detectaveis por este sistema.

Palavras-chave: bacteriéfagos, Salmonella Enteritidis, avicultura, satide publica

ABSENCE OF SALMONELLA ENTERITIDIS LYTIC BACTERIOPHAGES IN
SAMPLES FROM POULTRY IN THE NORTHWEST REGION OF SAO PAULO
STATE

ABSTRACT

This study evaluated the presence of lytic bacteriophagues of Salmonella Enteritidis (SE) in
farms and slaughterhouses in Sdo Paulo State northwest region. One hundred two samples
from vaccinated breeder hens, salmonella-positive poultry, and slaughterhouses were
assessed. No lytic bacteriophagues of SE were detected in the samples. We infer that the
absence of bacteriophagues may be caused by vaccination against SE and good biosecurity
practices in field.

Keywords: bacteriophage, Salmonella Enteritidis, poultry, public health

AUSENCIA DE BACTERIOFAGOS LiTIpOS DE SALMONELLA ENTERITIDIS DE
ORIGEN AVIAR EN LA REGION NOROESTE DE SAO PAULO

RESUMEN

El presente estudio evalué la presencia de bacteriéfagos liticos que infectan Salmonella
Enteritidis (SE) en granjas y rastros localizados en la region noroeste del Estado de Sao Paulo.
Se analizaron 102 muestras obtenidas en granjas de matrices vacunadas, de pollo de carne con
historia de positividad a salmonella y rastros. No fue posible identificar la presencia de
bacteri6fagos liticos de SE en ninguna de las muestras. Se infiere que la ausencia de
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bacteri6fagos sea consecuencia de la vacunacidon contra SE y las buenas pricticas de
bioseguridad en el campo.

Palavras clave: bacteriéfagos, Salmonella Enteritidis, avicultura, salud publica

A Salmonella Enteritidis (SE) tem sido o sorovar mais frequente em aves e ambientes
avicolas nos ultimos anos no Brasil e no mundo, e o agente mais importante causador de
infec¢des alimentares (1-3). Sua presenca em aves é, quase sempre, subclinica, podendo ser
detectado em todas as etapas da producdo avicola ate na carcaca e partes prontas para o
comércio (1). A deteccdo de bacteriéfagos liticos ambientais € uma ferramenta que pode ser
usada para monitorar e identificar a presenca de bactérias-alvo ambientais (4, 5), por sua
grande especificidade, ou seja: infectam apenas a bactéria que € seu hospedeiro habitual, e
sdo extremamente abundantes no meio ambiente (6, 7).

A presente comunicacdo traz dados preliminares de estudo sobre a presenca de
bacteri6fagos liticos em ambiente avicola em granjas e abatedouros do noroeste do Estado de
Sdo Paulo, Brasil. As analises foram realizadas no Laboratério de Ornitopatologia do
Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquito Filho” (FMVZ-UNESP/Botucatu-SP).

Foram coletadas um total de 61 amostras de cama (16 de galpdes de matrizes e 45
galpdes de frango de corte) de trés empresas distintas e 41 amostras de dgua (4 da édrea de
sangria, 3 da drea de depenagem, 2 da escaldagem, 25 de tanque de resfriamento, 4 da area da
lavagem de caixas e 3 de lavagem de caminhdo) em trés abatedouros de duas empresas
distintas. A presencga de bacteriéfagos liticos contra SE foi analisada com a técnica de suabe
de arrasto em cama de matrizes vacinadas contra SE e em lotes de frangos de corte com
histérico de isolamento de Salmonella spp. (sorovares nao reportados pelas empresas) e em
amostras de dgua de diferentes fases de processamento da linha de abate.

Nas coletas de amostras de cama, apds a “varredura” dos galpdes com o suabe, estes
foram acondicionados em um saco coletor Whirl-Pack® (Sovereign, Tabodo da Serra, SP,
Brasil) contendo 250 mL de dgua peptonada, sendo transportados e mantidos em caixa
térmica a 8°C até o processamento do material. As amostras de dgua coletadas diretamente
dos tanques com um frasco coletor de dgua (Sovereign, Tabodo da Serra, SP, Brasil) e apds
serem lacradas, também, foram transportados e mantidos em uma caixa térmica a 8°C até o
processamento.

Cada material obtido das amostras de suabe primeiramente foi suspenso com um
“massageamento” suave dos sacos e repassado para um becker estéril, seguido de repouso por
1 hora para decantacdo de material particulado (as amostras de dgua foram mantidas em
repouso para decantacdo diretamente no frasco coletor). Apds a decantacdo de material
particulado as amostras foram pré-filtradas em papel filtro para remocdo de material
sobrenadante grosseiro. As amostras obtidas por suabe de arrasto foram ainda centrifugadas a
5.000 rpm por 5 minutos para peletizacdo de material suspenso fino (que foi desprezado) e
recuperacdao do sobrenadante. Todas as amostras foram entdo submetidas a filtracdo dupla
(0,4/0,22um de porosidade) com o sistema Stericup® (Millipore, Billerica, MA, USA) e
mantidos sob refrigeracao a 5°C.

Para amplificar os possiveis bacteriéfagos presentes nas amostras seguiu-se o protocolo
conforme Marietto-Gongalves et al. (8) onde adicionou-se 1 mL dos filtrados, 3 mL de pré-
cultivo turvo de SE (amostra pertencente a bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia da
FMVZ-UNESP/Botucatu-SP) em caldo triptona de soja em dupla concentracdo (TSB2x) a 5
mL de TSB simples. Apds 12 horas em cultivo a 40°C filtrou-se o caldo com microfiltro de
seringas (porosidade de 0,22 um de diametro) e em seguida realizou-se a contagem de
unidades formadoras de placa (UFP) para quantificar e identificar a presenca de halos de
inibicdo por agdo litica figica. Primeiramente realizou-se dilui¢do seriada de 100 puL do
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filtrado das culturas em microtubos de polipropileno contendo 900 uL de PBS de 17 a 17'°
desprezando 100 pL do dltimo microtubo. Paralelamente, em um tubo de ensaio diluiu-se 1
mL de um pré-cultivo de SE em TSB2x em 9 mL de PBS, obtendo-se uma solucao de SE 1:9.

Ap0s as dilui¢des adicionou-se o conteido de cada microtubo e 100 pL da solucao SE
1:9 a tubos de ensaio contendo 3 mL de agar-Soft triptona de soja (mantido em banho-maria a
50°C) e, apds rapida homogeneizacao do contetdo, distribuiu-se em placa de Petri estéril
mantido em repouso sob temperatura ambiente para solidificacdo. As placas de Petri foram
incubadas a 40°C por 24 horas para realizacdo da leitura. Para controle positivo da presenca
de bacteriéfagos no estudo amplificou-se, em paralelo ao estudo principal, bacteri6fagos de
Escherichia coli (EC) em cada amostra utilizando-se uma cepa de EC K12 e verificou-se a
sensibilidade da amostra de SE usada amplificando-se uma amostra de bacteri6fago P22
(ATCC 19585-B1).

Das 102 amostras analisadas, ndo houve deteccdo da presenca de bacteridfagos liticos
para SE, resultando 100% de auséncia. A andlise de controle detectou a presenca de
bacteriéfagos liticos para EC em 96 amostras, presenga em 94,1% das amostras (Tabela 1).
Em todas as amplificagdes, houve a replicagdo da amostra do bacteriéfago P22.

Tabela 1. Resultado das andlises de deteccdo da presengca de bacteriéfagos liticos em
diferentes materiais de origem avicola; BF-SE — Bacteriéfagos de Salmonella Enteritidis, BF-
EC — Bacteriéfagos de Escherichia coli.

Total isolado

Origem Total de amostras BF-SE BE-EC
CAMA

Matrizes 16 0/16 16/16
Frango de corte 45 0/38 38/38
AGUA

Sangria 4 0/4 4/4
Escaldagem 2 0/3 0/3
Depenadeira 3 0/3 3/3
Chiller 25 0/25 22/25
Lavagem de caixas 4 0/4 4/4
Lavagem de caminhdo 3 0/3 3/3

A deteccao de bacteridfagos liticos de EC na grande maioria das amostras controle
assegurou que os métodos empregados estdo adequados. A replicagdo paralela do
bacteri6fago P22 em todas as amplificagdes, também, demonstrou que a cepa utilizada no
estudo é sensivel a atividade fagica, descartando a possibilidade de fago-resisténcia. Estes
dados preliminares mostraram-se negativos em todas as amostras estudadas, ao contrario do
que se esperava em func¢do de resultados anteriores onde bacteridfagos liticos de SE foram
facilmente isolados de ambiente avicola (9, 10).

Os achados da auséncia de detec¢do de bacteridfagos liticos para SE podem estar
relacionados a praticas de biosseguridade no controle de SE, inclusive o uso de vacinagdo
contra SE em matrizes (9, 10), reduzindo o agente a niveis ndo detectdveis por este sistema,
nas amostras das varias etapas produtivas de frango de corte.

Assim, conclui-se que a auséncia de bacteriéfagos sugere, também, aparente auséncia de
cepas de SE nas amostras ambientais avicolas e de abatedouros analisados.
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RESUMO

O trematédeo Eurytrema coelomaticum causa pancreatite e queda na produtividade em
bovinos. Com o objetivo de determinar a prevaléncia da euritrematose em bovinos da
Mesorregido do Sudoeste do Parand, amostras de fezes de 156 bovinos foram processadas
utilizando a técnica de sedimentagdo. Sete dos animais estudados (4,5%) foram positivos para
E. coelomaticum no exame coproldgico supramencionado. Parasitas foram encontrados no
pancreas de dois animais, que por apresentarem agravos concomitantes foram a o&bito,
indicando que esta parasitose pode levar a debilidade dos mesmos.

Palavras-chave: Eurytrema coelomaticum, bovino, exame coproldégico.

IMPORTANCE OF COPROLOGY TEST IN THE DIAGNOSIS OF BOVINE
EURYTREMATOSIS

ABSTRACT

The trematodes Eurytrema coelomaticum causes pancreatitis and reduces the productivity in
cattle. The objective of this study was to determine the prevalence of bovine eurytrematosis in
bovines of the southwestern region of Parand. Fecal samples from 156 cattle were processed
by using the sedimentation technique. Seven animals (4.5%) were positive for E.
coelomaticum in the coprology test aforementioned. Parasites were found in the pancreas of
two animals which, for showing concomitant complications, died, indicating that parasitosis
causes debility in the animals.

Keywords: Eurytrema coelomaticum, cattle, test coprology.

IMPORTANCIA DEL EXAMEN COPROPARASITOSCOPICO EN EL
DIAGNOSTICO DE EURYTREMATOSIS BOVINA

RESUMEN

El trematodo Eurytrema coelomaticum causa pancreatitis y disminucién de la productividad
de los bovinos. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de la euritrematosis
en bovinos de la region del suroeste del estado de Parand a través del anélisis de muestras
fecales de 156 bovinos procesadas por sedimentacion. Siete de los animales estudiados (4,5%)
fueron positivos para E. coelomaticum en el examen coproparasitoscopico. En dos animales
que murieron debido a la gravedad de la enfermedad fueron encontrados pardsitos en el
pancreas. Esto indica que la parasitosis por E. coelomaticum puede causar debilidad en los
animales.

Palabras clave: Eurytrema coelomaticum, bovino, examen coproparasitoscopico.
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Parasita de ductos pancredticos, ductos biliares e raramente intestino delgado de
bovinos, Eurytrema coelomaticum (Trematoda: Dicrocoeliidae) apresenta ciclo evolutivo
heteroxeno, sendo o primeiro hospedeiro intermedidrio representado pelo molusco
Bradybaena similaris e, o segundo, por artropodes do género Conocephalus. Os ruminantes,
hospedeiros definitivos, adquirem a infeccdo por ingestdo acidental dos insetos ou de
metacercdrias eliminadas pelos insetos sobre as pastagens. Esta particularidade da biologia
deste trematoda dificulta seu controle, uma vez que, atualmente nio € permitida a aplicagdo
de moluscicidas ou inseticidas para controle dos hospedeiros intermedidrios, pois essas drogas
téem efeito residual que pode causar significativo impacto ambiental (1).

Nos bovinos, as infeccdes por E. coleomaticum causam pancreatite caracterizada por
fibrose intersticial e periductal, comprometendo o fluxo de secre¢io exdcrina e o processo de
digestdo dos alimentos. Os sinais clinicos da euritrematose bovina incluem queda da
produtividade, emaciacdo e morte. Entretanto, na maioria das vezes, a enfermidade ¢é
subclinica e o diagndstico ocorre somente durante a inspecdo post-mortem. Perdas
econOmicas devidas a euritrematose sdo decorrentes da condenacdo do pancreas pelo Servico
de Inspecao Federal (SIF) e da perda de peso observada nos animais parasitados (2).

No Brasil, a euritrematose bovina ja foi reportada nos Estados do Rio de Janeiro, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul (3), Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (4). Porém,
nos ultimos anos a incidéncia da euritrematose tem aumentado drasticamente, principalmente
no Estado do Parana (2).

O diagnéstico da infeccdo por E. coleomaticum € realizado por exame coproldgico,
entretanto esse método tem sido pouco utilizado na pratica clinica, sendo que a enfermidade é
geralmente detectada durante a necropsia ou inspecdo pos-mortem (5). Portanto, este estudo
teve como objetivo determinar a prevaléncia da euritrematose em bovinos utilizando uma
técnica de sedimentacdo.

Durante os meses de setembro de 2010 a maio de 2011, foram coletadas amostras de
fezes de 156 bovinos das racas holandesa, girolanda ou jersey, pertencentes a o0ito
propriedades com sistema extensivo de producdo e localizadas no Municipio de Dois
Vizinhos, Mesorregido do Sudoeste do Parand. As amostras de fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal com luvas de palpagdo, sendo acondicionadas na prépria luva e
mantidas sob refrigeracio até o processamento. As fezes foram processadas segundo a técnica
de sedimentagdo descrita por Foreyt (6).

Os animais que foram a 6bito durante o experimento, foram necropsiados e o pancreas e
a vesicula biliar, inspecionados. Os trematddeos coletados durante o procedimento foram
identificados como E. coelomaticum, segundo Travassos, Freitas e Kohn (7). Os resultados
obtidos neste estudo foram submetidos a andlise estatistica pelo teste do Qui-Quadrado.

Escassas sdo as referéncias bibliogréficas relativas ao diagnéstico de euritrematose por
técnicas coproldgicas. Entretanto, dentre os métodos de sedimentagdo, a técnica de Dennis-
Stone & Swanson tém sido referéncia para o diagndstico da infec¢do por E. coelomaticum em
bovinos (8).

Neste estudo foi utilizada a técnica de sedimentagdo descrita por Foreyt e observados
ovos de E. coelomaticum em 4,5% (7/156) das amostras de fezes analisadas. Esta técnica de
sedimentacdo tem sido usada com sucesso na deteccdo de ovos de Fasciola hepatica,
trematoda frequentemente encontrado parasitando o figado de bovinos, e que leva a grandes
perdas econdmicas pela diminuicdo da produtividade e pela elevada condenacdo de figados
nos matadouros (9).

Em uma das propriedades estudadas, um bovino positivo para E. coelomaticum no
exame coproldgico, sofreu intervengdo cirtrgica para instalacdo de uma fistula ruminal.
Apesar da institui¢ao de tratamento com antibioticoterapia no pds-operatorio, o animal ndo se
recuperou e foi a 6bito, cinco dias apds a cirurgia. Na necropsia, o pancreas apresentava-se de
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tamanho e coloracdo normais, sem apresentar alteracdes macroscopicas nos ductos ou no
parénquima, mas foi detectado parasitismo por trematddeos, posteriormente identificados
como E. coelomaticum. Um segundo animal, da mesma propriedade e positivo para E.
coelomaticum no exame coproldgico, apresentou apatia, anemia, anorexia e decubito esternal.
O diagnéstico dado ao animal foi de anaplasmose. Apesar do tratamento instituido para
anaplasmose, o animal foi a 6bito apds oito dias. Na necropsia, E. coelomaticum adultos
foram encontrados no interior dos ductos pancredticos, que se apresentavam dilatados.

Escassos s@o os estudos epidemioldgicos da euritrematose bovina. Em um desses
estudos, Azevedo et al. (10) analisaram dados do SIF referentes a bovinos oriundos de
duzentas cidades do norte do Estado do Parand e abatidos durante o ano de 2000. Os autores
verificaram uma prevaléncia média de 12,1% de animais parasitados por E. coelomaticum.
Yamamura, Honer e Lopes (11) também analisaram dados de registros do SIF de um
matadouro-frigorifico da Mesorregidao do Noroeste do Parand que abateu bovinos de 48
cidades da regido; eles constataram que 37,24% dos bovinos abatidos estavam infectados por
E. coelomaticum.

A prevaléncia (4,5%) de infec¢do por E. coelomaticum em bovinos detectada neste
estudo difere dos relatos anteriores. Deve-se considerar que neste estudo, um pequeno nimero
de bovinos foi investigado e utilizou-se uma técnica coproldgica baseada na sedimentacdo (6)
para o diagndstico da euritrematose bovina e ndo a inspe¢ao visual do pancreas, considerada
padrido-ouro. No caso da euritrematose bovina, o uso de uma técnica coproldgica para o
diagnostico € de suma importancia, pois € o Unico instrumento disponivel na pratica clinica,
além de fornecer informacgdes importantes sobre a epidemiologia da enfermidade. De acordo
estdo Belém et al. (5) que afirmaram ser o exame parasitolégico de fezes uma importante
ferramenta no diagndstico da euritrematose bovina e que, pela determinacdo do nimero de
ovos por grama de fezes (OPG) € possivel caracterizar satisfatoriamente o grau de lesdo
pancredtica apresentado pelos bovinos, sem se recorrer a exames histolégicos de pancreas.

Como relatado anteriormente, dois animais parasitados por E. coelomaticum foram a
obito: um deles apds uma cirurgia e, o outro, devido a uma enfermidade concomitante, a
anaplasmose. Isso demonstra que a parasitose por E. coelomaticum, apesar de muitas vezes
ser subclinica, pode levar a debilidade fisica do animal e quando este sofre algum tipo de
infec¢do concomitante, a recuperacdo € dificultada, muitas vezes levando o animal a ébito.

Conclui-se que o exame coproldgico € uma ferramenta importante no diagnostico da
euritrematose bovina; porém € necessdrio mais estudos em relacdo a epidemiologia da
enfermidade para que se estabelecam medidas de controle eficazes dos hospedeiros
intermedidrios, pois essa enfermidade causa importantes perdas econdmicas para a
bovinocultura.
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RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar alguns aspectos relevantes, com potencial de
interferéncia nos indices de fertilidade, de um Centro Comercial de Transferéncia de
Embrides em éguas da raca Brasileiro de Hipismo. A andlise dos dados correspondeu as
temporadas reprodutivas de 2003/2004, 2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007, perfazendo 699
dados de colheitas de embrido de 120 animais doadores. Dentre as 120 éguas doadoras de
embrido, havia animais sauddveis sob o aspecto reprodutivo assim como animais com certas
dificuldades na manutencdo da gestacdo. Avaliou-se a conservacdo do sémen gerador dos
embrides, meses do ano de execucdo das colheitas, idade embriondria e ovulacdo (simples ou
multipla). Foram observadas diferencas (p<0,05) relativas ao tipo de s€men empregado nas
inseminacdes artificiais (IAS), somando-se ao expressivo uso de sémen congelado nas
transferéncias de embrido (TEs); ndo houve diferenca entre o percentual de embrides colhidos
dentro ou fora da estacdo reprodutiva; observou-se diferenca (p<0,01), nas colheitas feitas no
dia 7, 8 e 9 pés ovulacdo ao se comparar com as taxas de recuperacdo dos dias 6 e 10;
relativamente ao tipo de ovulagdo das éguas (ovulacdo simples ou multipla), verificou-se que
nas ovulagdes multiplas colheu-se maior nimero de embrides (p<0,01) do que nas simples.

Palavras-chave: égua doadora; raca Brasileiro de Hipismo; transferéncia de embrides;
recupera¢do embriondria; idade embriondria

SOME RELEVANT FACTORS REGARDING EMBRYONIC RECOVERY RATES IN
A PROGRAM OF EMBRYO TRANSFER IN BRAZILIAN JUMPING HORSE
MARES

ABSTRACT
The aim of the present research was to evaluate some relevant aspects, potentially able to

interfere in the fertility rates of Brazilian horse jumping mares from a Trade Center of
Embryo Transfer. Results from a total of 699 embryos samples from 120 donors animals were
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considered and analysed, covering the reproductive seasons of the years 2003/2004,
2004/2005; 2005/2006 and 2006/2007. Among the 120 embryo donors, there were both
healthy and problem mares, in regard to their reproducing ability. It has been observed
significative differences in the artificial inseminations (IAS) in regard to the used method for
semen preservation, having an expressive use of frozen semen in the equine embryo transfers
(TES). On the other hand, no differences were found in the percentage collected embryo of
within or out of the reproductive station, in regard to the collect carried out in different
months of the respective year. Concerning to the rates of embryonary recovery and age a
difference (p<0.01) has been observed in the collects carried out at the days 7, 8 and 9 after
the ovulation, when compared with the recovery rates from the days 6 and 10. Data relative to
the embryonary recovery in relation to the mares type of ovulation (single or multiple) it has
been found that a larger number of embryos (p<0,01) was observed in mares with multiple
ovulation in comparison to those with single ovulation.

Keywords: donor mare, jumping mare, embryo transfer, embryo recovery, embryo age,

FACTORES RELACIONADOS CON LA RECUPERACION EMBRIONARIA EN
YEGUAS DE LA RAZA BRASILENO DE HIPISMO UTILIZADAS EN
PROGRAMAS COMERCIALES DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar algunos factores relevantes que pueden
interferir potencialmente en los indices de fertilidad de un Centro Comercial de Transferencia
de Embriones en yeguas de la raza Brasilefio de Hipismo. El andlisis correspondi6 a las
temporadas reproductivas de 2003/2004, 2004/2005, 2005/2006 y 2006/2007, y se realizé a
través de la extracciéon de 699 datos de coleccion embrionaria de 120 animales donadores.
Entre las 120 yeguas donadoras de embriones, habia animales saludables reproductivamente
hablando, asi como animales con algunas dificultades para la mantener la gestacién. Fueron
evaluadas las siguientes variables: tipo de conservacion de semen generador de los embriones,
meses del afio en que las colectas eran ejecutadas, dias de ovulacion de la donadora (edad
embrionaria) y tipo de ovulacién (Gnica o multiple). Fueron observadas diferencias (p<0,05)
relativas al tipo de semen empleado en las inseminaciones artificiales (IAS), sumandose al
uso significativo de semen congelado en las transferencias de embriones (TEs) equinas; en
relacidon a las colectas realizadas en diferentes meses del afio, no hubo diferencia entre el
porcentaje de embriones colectados dentro o fuera de la estacion reproductiva; hablando de
las tasas de recuperacién y la edad embrionaria, se observo diferencia (p<0,01), en las
colectas hechas los dias 7, 8 y 9 después de la ovulacién al compararse con las tasas de
recuperacion de los dias 6 y 10; los datos referentes a la recuperacion embrionaria tomando en
consideracion el tipo de ovulacién (tinica o multiple), arrojaron como resultado que en las
ovulaciones multiples se colecté un mayor nimero de embriones (p<0,01) que durante la
ovulacion dnica.

Palabras claves: yegua donadora; raza Brasilefio de Hipismo; transferencia de embriones;
recuperacion embrionaria; edad embrionaria.
INTRODUCAO

Nos dltimos anos, os profissionais da drea de transferéncia de embrido (TE) tém
demonstrado expressivo avanco na aplicabilidade da técnica na espécie equina, executando
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em torno de 3.500 transferéncias, por ano, de acordo com levantamento da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides - IETS (1). Nesse contexto, inserem-se animais
jovens, adultos, bem como os idosos, com histérico reprodutivo insatisfatério, em funcdo de
insucessos na producdo de um potro, seja pela de cobertura natural ou inseminagdo artificial
(IA). As taxas de mortalidade embriondria nas éguas idosas sdo mais elevadas e a fertilidade
decresce com a idade segundo Merkt, Klug e Jochle (2), Lopes (3) e Squires, Carnevale e
Mccue (4).

De acordo com Squires, Carnevale e Mccue (4), éguas que estdo em competicao, sao
também fortes candidatas a serem submetidas a esta biotecnologia. A qualidade do s€émen a
ser utilizado em um programa de TE € um fator de extrema importancia, uma vez que a
selecdao dos garanhdes € baseada em suas caracteristicas morfoldgicas e desempenho atlético,

z

raramente considerando-se a questdo da fertilidade; ndo € incomum ocorrer a reducdo da
recuperacdo embriondria devido a utilizagdo de sémen de ma qualidade. A fertilidade do
sémen € extremamente varidvel entre os garanhdes. Segundo Squires, Mccue e Vanderwall
(5) e Cuervo-Arango (6) o sémen fresco geralmente gera melhores resultados de recuperacao
embriondria do que o sémen refrigerado ou o congelado. Por sua vez, Backman et al. (7)
relatam que a criopreservacdo do sémen € dificultada por questdes técnicas a serem
solucionadas como, por exemplo, a variacdo individual durante a criopreservacdo, o baixo
rendimento de doses por ejaculado, o intenso manejo das éguas durante as IAs, o maior custo
por prenhez, além das significativas variagdes das taxas de prenhez, em relacdo as obtidas
com a monta natural ou com a IA, ao utilizar-se s€men fresco ou refrigerado.

Squires et al. (8) estudaram as caracteristicas reprodutivas de éguas que apresentaram
ovulacdes espontidneas simples ou multiplas e de éguas superovuladas com extrato de
pituitdria equina. A recuperagdo embriondria no sétimo dia pds-ovulagdo foi de 58,2% para
éguas com ovulagdo simples e de 106% para éguas com ovulacdo dupla espontanea. Carmo et
al. (9), pesquisaram a incidéncia de ovulacdes duplas em éguas da raga Brasileiro de Hipismo
e suas implicacdes em um programa de transferéncia de embrides. De um total de 829 ciclos
estrais analisados, 47,0% apresentaram ovulagcdes simples e 53,0% ovulagdes duplas ou
triplas. A taxa de recupera¢do embriondria foi de 59,0% para os ciclos reprodutivos com
ovulagdes simples e de 88,0% para os ciclos com mais de uma ovulagdao. Contudo, Losinno,
Aguillar e Lisa (10), descreveram algumas particularidades em algumas ragas equinas, ao
relatarem a incidéncia de multipla ovulagdo em éguas Puro Sangue Inglés, P6lo Argentino,
Quarto de Milha e Apaloosa. Recentemente, Raz et al. (11), obtiveram taxas de recuperacdo
embriondria de 73%, ao trabalharem com eguas de um programa comercial de TE durante a
estacdo reprodutiva. Goretti et al. (12), recuperaram 70 e 80 % de embrides, obtidos de éguas
tratadas e controles com prostaglandina F2 alfa, dois dias antes da colheita e no dia da
colheita embriondria respectivamente.

Fleury e Alvarenga (13), trabalhando em um programa comercial de TE em eqiiinos no
Brasil, executaram 917 colheitas de embrides, ndo verificando diferencas significativas na
recuperacdo embriondria executada nos dias sete, oito e nove pds-ovulagdo, perfazendo
percentuais de 49,3, 58,0 e 54,5% respectivamente. Pesquisadores t€ém se preocupado com o
dia da colheita embriondria. Squires et al. (8) e Daels (14), preconizaram os dias 8 € 9 apds a
ovulacdo em éguas mais idosas. Sirois, Ball e Fortune (15), relataram que 50% de embrides
colhidos entre 10,5 e 13,5 dias pds-ovulagdo nio se desenvolveram em funcio do colapso nas
mangueiras do lavado sifonado, sendo por isso, descartados. Da mesma forma Squires (16), ja
ressaltava que os melhores indices de gestacdo, haviam sido obtidos com embrides de oito
dias de idade, ao invés de estruturas embriondrias com nove dias de vida.

Segundo Ginther et al. (17), nas éguas ocorre um padrdo de reprodugdo, tipicamente
sazonal, no qual a incidéncia de ovulacdo é minima durante o inverno, aumentando
gradativamente durante a primavera, até a maxima ocorréncia durante o verdo, seguida de
redu¢cdo novamente no outono. Saltiel et al. (18), pesquisando éguas de abatedouro, no sul do
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México, verificaram que 10,0% demonstraram ovulagdes em janeiro e fevereiro, portanto,
fora da estacdo de monta (inverno no Hemisfério Norte).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os tipos de conservacdao do sémen equino
(fresco, refrigerado, ou congelado), os meses do ano em que as colheitas foram executadas
(dentro e fora da estagdo reprodutiva), o dia da colheita embriondria apés a ovulacdo da
doadora e tipo de ovulacdo (simples ou multiplas) em relagdo a taxa de recuperacao
embriondria em um programa comercial de transferéncia de embrides em éguas de hipismo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados, dados de 699 colheitas de embrido equino, procedentes de um Centro
Comercial de Transferéncia de Embrides, correspondendo as temporadas reprodutivas de
2003/2004, 2004/2005, 2005/2006 e 2006/2007. As doadoras de embrides eram da raca
Brasileiro de Hipismo, com idade entre 5 e 23 anos, num total de 120 éguas reprodutivamente
sauddveis ou com dificuldades de conduzir a gestacdo (dificuldades emanadas de: cistos ou
fibrose endometrial em variados graus, ma conformacao de perineo ou de vulva, endometrite
pos IA, insuficiéncia de progesterona pelo corpo liteo, senilidade, etc...), mas com bom
potencial genético para a utilizacdo em programas comerciais de TE. Os animais foram
mantidos em piquetes ou em cocheiras, com acesso a dgua e ao sal mineralizado ad libitum,
bem como a uma fonte de volumoso e de concentrado. Foram estudadas as varidveis
relacionadas com a recuperagdo embriondria, tipo de conservacdo do sémen (a fresco,
refrigerado ou congelado) utilizado nas IAs, os meses do ano em que foram efetuadas as
colheitas, o dia da colheita apds a ovulagdo (idade do embrido) e o tipo de ovulagdo (simples
ou multipla). O sémen a fresco (colhido por vagina artificial) foi composto pelo ejaculado
(obtengdo “in loco” na Central de Reprodu¢ao Equina), mais uma solu¢do diluente a base de
leite em p6 desnatado, antibidtico e glicose na dilui¢do de 1:1, gerando uma concentragcdo de
500 milhdes de espermatozdides vidveis por dose inseminante, com a média de 80 % de
motilidade progressiva; o refrigerado (procedéncia brasileira de diversos locais), originou-se
do ejaculado mais a mesma solugdo diluidora mencionada, a base de diluicdo de 3:1,
proporcionando um bilhdo de espermatoides por dose inseminante e com 70% de motilidade,
transportado no maximo por 24 horas; e o sémen congelado tinha procedéncia de Centrais
Européias de Inseminagdo Artificial com 100 milhdes de espermatozoides por palheta,
empregando-se de uma a trés (dependendo da recomendagao da Central de Congelamento),
com a motilidade média progressiva de 40 %.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados empregando-se o teste do Qui-Quadrado e andlise de
variancia — ANOVA, ao nivel de a=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as quatro estacdes reprodutivas pesquisadas nesse trabalho, foi empregado o
sémen de véarios garanhdes de fertilidade comprovada. Verificou-se que das 662 colheitas de
embrido empreendidas, em 164 havia sido utilizado o s€émen a fresco, em 167 o sémen
refrigerado e em 331 colheitas o s€émen congelado (Tabela 1). Denota-se, portanto, substancial
empregabilidade de s€émen congelado nas IAs, contrariamente as afirmacdes de Squires,
Mccue e Vanderwall (5) ao relatarem a restrita utilizagdo do s€émen congelado empregado
nesta biotecnologia. Ocorreu que, nestes ultimos dez anos, houve pujante aplicabilidade
pratica do sémen congelado, em funcdo ndo s6 da melhoria das técnicas de congelacdo de
sémen eqiiino, bem como da praticidade de seu uso, ao se poder dispor de sémen de
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garanhdes de elevada performance, que porventura encontrem-se distantes, ou que tenham
vindo a 6bito. Esses fatos colaboraram para uma sensivel maior demanda por parte dos
criadores de cavalos de hipismo, além da preocupagao de melhoria da qualidade genética dos
animais. Muito embora a performance de congelacdo de sémen eqiiino, tenha sofrido
significativos avangos nos ultimos anos, ainda verificou-se nessa pesquisa, que as IAs
processadas com sémen congelado, geraram menor nimero de embrides (p<0,05) do que com
o sémen a fresco e com o refrigerado, sinalizando ainda a necessidade de busca de
conhecimentos mais aprofundados, para congelar a célula espermética, de modo a aproximar-
se dos indices de prenhez ao se empregar o s€émen a fresco e o refrigerado, corroborando
relatos de Brinsko e Varner (19) e Backman et al. (7) ao citarem que a percentagem de
prenhez empregando-se o sémen congelado, € reduzida e bastante varidvel, em fungao da
variacdo dos protocolos de congelacdo, ao efeito do garanhdo, a diferenca da fertilidade das
éguas e aos diferentes protocolos de inseminacao adotados.

Tabela 1. Taxas de recuperagdo embriondria de éguas doadoras da Raca Brasileiro de
Hipismo, empregando-se a inseminacdo artificial com sémen fresco, refrigerado ou
congelado, bem como as de embrido, realizadas de 2003 a 2007, em diferentes meses do ano
(n=662).

Colheitas Tipo de sémen empregado nas Periodos do ano
Inseminacoes artificiais

Fresco Refrigerado ~ Congelado Set-Fev Mar-Ago

com embrido (n, %)  102(62,1)"  104(62,2)" 171(51,6)° 306(58.5) 88(51,1)

sem embrido (n, %) 62(37.,8) 63 (37,7) 160 (48,3) 217(41,4) 84(48,8)

Total 164 167 331 523 172

Letras diferentes na mesma linha € significante (p<0,05).

Em funcdo da disponibilidade de um numero significativo de dados sobre colheitas de
embrido, dentro e fora da estacdo reprodutiva, isto €, colheitas levadas a efeito em meses nao
comuns a essa atividade, resolveu-se discutir esta varidvel. Foi estabelecida uma comparacdo
de dados obtidos na temporada de monta equina (setembro, outubro, novembro, dezembro,
janeiro e fevereiro), com os meses fora da estacdo reprodutiva que no Hemisfério Sul, engloba
os meses de marco, abril, maio, junho, julho e agosto. Foram utilizadas 695 colheitas de
embrido para esta andlise. Segundo a tabela 1, observa-se nitidamente, maior nimero de
colheitas realizadas entre os meses de setembro e fevereiro dos quatro periodos analisados,
em funcdo do esperado maior numero de TEs dentro da estacdo de monta, confirmando dados
de Arruda (20), de Ginther et al. (17) e de Daels (14) de que as éguas sdo classificadas como
poliéstricas estacionais, por ciclarem dentro da estagdo reprodutiva (primavera e verio).
Porém, ndo houve diferenca (p>0.05) entre os indices de recuperagdao embriondria, ou seja na
taxa de prenhez entre os dois periodos. Eguas que ciclaram fora da temporada de monta
proporcionaram indice de recuperagdo embriondria, muito proximo ao das colheitas
executadas dentro da estacdo reprodutiva. Saliente-se que esses dados sdo muito importantes,
pois ndo € usual executar-se a TE fora da estacdo de monta no Brasil, dados esses sugestivos
de que € possivel trabalhar com a TE, nos meses de outono e inverno, gerando substanciais
lucros aos criadores de eqiiinos de elevada performance. Isso vem corroborar relatos de
profissionais que trabalham comercialmente em Central de Reproducdo Eqiiina, de que €
possivel, produzir embrides, mesmo fora da estacdo reprodutiva. Ao se tratar de reproducdo,
sabe-se que o hipotdlamo eqiiino € sensivel a luz. No caso da presente pesquisa, 0s animais
estavam em criagdes correspondentes a altura do paralelo 24, onde a quantidade de horas de
luz natural/dia € maior, sinalizando que a latitude poderia exercer funcdo importante sobre
esse fato, uma vez que a medida em que a latitude € menor, havera mais horas de luz por dia,
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N

favorecendo a ciclicidade sexual dos animais, principalmente ao se associar adequada
nutri¢do a eles. Segundo Duarte (2009)’, além desses fatos, é possivel que, com luz artificial,
algumas éguas venham a ciclar, podendo ser aproveitadas num programa de TE, mesmo fora
da estacdo reprodutiva.

Dados relativos a idade embriondria em que as colheitas eram executadas, indicaram o
periodo de 6 a 10 dias apds a ovulagdo das doadoras, com predominéncia das colheitas
efetuadas no 7°, 8° e 9° dias (Tabela 2). Em torno de 92,0 % dos embrides recuperados nas
quatro temporadas de monta, encontravam-se com 8 ou 9 dias de idade.

Tabela 2. Taxa de recuperagdo de embrides eqiiinos em doadoras da ragca Brasileiro de
Hipismo, comparando-se os dias de ovulacdo (idade embriondria), bem como a incidéncia de
ovulac¢do simples ou miultipla. (2008)

Dias da ovulacio da doadora | Tipo de ovulacao
D6 D7 D8 D9 D10 Simples Muiltipla
m ) @M (%)
colheita+(n) 2° 14°  189° 181° 6%  193(47,7)" 142(67.9°
(%) (18,1) (56,00 (64,5  (52,6) (35,3)
Colheita-(n) 9 11 104 163 11 211 (52,2) 67 (32,0)
(%) (81,9) 44.0 35,5 47,4 64,7
Total 11 25 293 344 17 404 209

Letras diferentes na mesma linha e varidvel € significante (p< 0,01)

Pesquisas de Mortensen et al. (21) e Kumar et al. (22), reportaram avangos no
percentual da recuperacdo embriondria, com taxas de 63,0% e de 81,1% respectivamente,
porém isto ainda ndo se observa para éguas superovuladas. Raz, Carley e Card (23) obtiveram
apenas 36,0% de embrides recuperados por ovulacdo em éguas tratadas com FSH-e. Mais
recentemente Raz et al. (11), tiveram sucesso em 73 % de taxa de recuperacdo embriondria
em estudo sobre TE. Por sua vez Goretti et al. (12), em estudo executado em Minas Gerais
com éguas da raca Manglarga e Campolina, obtiveram taxa de recuperacdo de até 80%.
Aratjo et al. (24) realizando um ajuste na dose e na frequéncia de administracdo do FSH-e,
juntamente com a selecdo de animais e baseando-se na populagdo folicular, relataram ser
possivel induzir e recuperar ovulacdes duplas e triplas, a um custo inferior aos protocolos
superovulatorios convencionais. Essa sistemadtica de distribuicdo adotada pelos profissionais
da Central de Reproduc¢do de onde foram colhidos os dados, justifica-se pelo fato de que nessa
idade o embrido é facilmente visualizado a olho nd, no fundo do filtro coletor embrionario
imerso no liquido de lavagem, agilizando o procedimento da colheitas , identificacdo e
transferéncia, de acordo com Fleury e Alvarenga (13), Silva (25) e Cuervo-Arango (6).

Nao houve diferenca (p>0,05) entre as colheitas feitas no 7°, 8° e 9° dia pds-ovulagdo.
Porém, entre as coletas feitas no 6° e no 10° dia pds ovulagdo, houve diferenca significativa
em relacdo aos outros dias mencionados (Tabela 2), resultando em menores indices de
recuperagdo embriondria, dados esses bastante similares aos relatados por Iuliano (26), Iuliano
et al. (27), Mckinnon, Squires e Voss (28) e por Silva (25). Squires, Mccue e Vanderwall (5)
e Daels (14) relataram que colheitas realizadas seis dias apds a ovulagdo, geralmente
proporcionam resultados ligeiramente inferiores aos embrides de sete ou mais dias, mas
tornam-se necessdrias, quando se deseja congelar os embrides, em fun¢do da sua maior
viabilidade apds a congelacdo e descongelacdo. Iuliano (26) e Iuliano et al. (27) igualmente
obtiveram taxa de recuperagdo embriondria em equinos menor no 6° dia pds-ovulagcdo
(66,0%) do que no dia oito (82,0%). Fleury e Alvarenga (13) e Fleury et al. (29) trabalhando
em um programa comercial de TE em eqiiinos no Brasil, com grande nimero de colheitas,

"Duarte MP. 2009. Centro Comercial de Reprodugdo Equina, Itapetininga (SP) - Comunicagio oral.
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reforcam os dados do presente trabalho, ao ndo verificarem diferencas significativas na
recuperacdo embriondria nos dias sete, oito e nove pds-ovulacdo (49,3 58,0 e 54,5%),
respectivamente.

Dos dados ainda disponiveis verificou-se o tipo de ovulacdo das doadoras, isto é, se a
ovulacdo era simples ou mudltipla. A figura 1 revela o nimero de ciclos reprodutivos que
apresentaram ovulacdes simples ou multiplas. De um total de 613 ciclos reprodutivos com
ovulacdo, em 209 (34,0%) houve dupla ou mais ovulagdes. Esse valor é muito préximo ao
encontrado por Davies Morel, Newcombe e Swindlehurst (30), que avaliando 3075 ovulacdes
de 2112 ciclos reprodutivos, encontraram 70,7% de ovulacdes simples e 29,3% de ovulagdes
multiplas, diferindo dos relatos de Sertich (31) e dos de Carmo et al. (9), os quais descreveram
a incidéncia de multiplas ovulacdes em éguas de racas européias de 55,9%, e 53,0 %
respectivamente, percentuais esses bastante superiores aos da presente pesquisa, ainda mais ao
se levar em consideracdo de que a raga Brasileiro de Hipismo carrega em sua genética
significativo percentual de genética européia. Tal diferenca poderia ser sustentada em fung¢ao
de que os dados do presente trabalho foram colhidos de um Centro Comercial de Reproducao
Eqiiina, receptor de animais reprodutivamente sadios e problemdticos e ndo simplesmente de
um criatério de eqiiinos onde sabidamente as éguas sdo geralmente férteis.
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Figura 1. Incidéncia (%) de ciclos reprodutivos em éguas da raca Brasileiro de Hipismo,
detentoras de ovulagcdo simples ou miultipla. (n= 613).

A tabela 2 e a figura 1, mostra a existéncia de diferenca (p<0,05) entre animais que
tiveram ovulacao simples ou multipla, revelando que éguas com multipla ovulagdo detém taxa
de recuperacdo embriondria superior as de ovulagcdo simples. Alvarenga, Maccue e Bruemmer
(32) e Carmo et al. (9) afirmam que o aumento do nimero de ovulagdes é altamente desejavel
e elevam o percentual de embrides recuperados por éguas doadoras de embrides na TE.
Contudo, é muito pertinente a preocupacao alusiva ao manejo reprodutivo, pois, gestacdes
gemelares sdao absolutamente indesejdveis na espécie eqiiina. Esses mesmos autores avaliaram
829 ciclos reprodutivos de éguas da raga Brasileiro de Hipismo, detectando 390, 360 e 79
ciclos com ovulacdo simples, dupla e tripla, respectivamente, totalizando 617 embrides
recuperados, sendo 230, 306 e 81 embrides provenientes de ovulacdes simples, duplas e
triplas respectivamente, perfazendo, portanto 53,0 % de ovulagdes multiplas.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que: o emprego de s€émen congelado, visando a TE em eqiiinos de hipismo,
cresceu nos anos analisados; as taxas de recuperacdo embriondria com sémen congelado,
ainda sdo menores que as com sémen a fresco ou refrigerado; € possivel produzir embrides
fora da estacdo reprodutiva em éguas, desde que haja ciclos ativos nos meses criticos do ano;
nao houve diferencga nas taxas de recuperacdo embriondria entre os dias 7, 8 e 9 pés ovulagao
da doadora, mas ocorreu diferenca entre os dias 7, 8 € 9 (p<0,01) ao se comparar com o 6° e
o 10° dia, assim como entre a ovulagio simples e multipla em prol da dltima (p<0,01).
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VALIDACAO DO METODO DE QUIMIOLUMINESCENCIA PARA
DETERMINACAO DE PARATORMONIO INTACTO EM CAES

Luiz Henrique de Aradjo Machado'
Flavio Quaresma Moutinho®

RESUMO

O presente trabalho objetivou testar o método da quimioluminescéncia para determinagdo do
paratormonio (PTH) intacto em cdes. Foi formado um grupo de estudo para estabelecer o
padrao de normalidade da quimioluminescéncia em que foram utilizados 60 cdes adultos
sadios, sem distincdo de sexo ou raga. Destes cdes 66,7% apresentaram valores de PTH
abaixo do limite de detec¢cao do método demonstrando que este pode ndo ser eficiente.

Palavras-chave: caes; paratormdnio; quimioluminescéncia.

EVALUATION OF CHEMILUMINESCENT ASSAY ON DETERMINATION OF
INTACT PARATHORMONE IN DOGS

ABSTRACT

The present study had the aim to test chemiluminescent assay on intact parathormone (PTH)
determination in dogs. A study group of 60 healthy adult dogs, with no sex or breed
distinction, was formed in order to stablish a pattern of normality of chemiluminescence. Of
these, 66,7% presented values of PTH below the limit of detection of the method, which
demonstrates that this assay may not be efficient for the determination of intact PTH in dogs.

Keywords: dogs; parathormone; chemiluminescence.

VALIDACION DEL METODO DE QUIMIOLUMINISCENCIA PARA LA
DETERMINACION DE PARATHORMONA INTACTA EN PERROS

RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar el método de la quimioluminiscencia para la
determinacion de la parathormona (PTH) intacta en perros. Se form6 un grupo de estudio para
establecer el modelo de normalidad de la quimioluminiscencia formado por 60 perros adultos
sanos, sin distincion de sexo o raza. De estos perros, el 66,7% presentd valores de PTH por
debajo del limite de deteccién del método, demostrando que este puede no ser eficiente.

Palabras clave: perros; parathormona; quimioluminiscencia.
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INTRODUCAO

O paratormoénio, polipeptideo de cadeia simples, contendo 84 aminodacidos (1-4), atua
no metabolismo de célcio e fosforo facilitando a absor¢do destes nos intestinos, a reabsor¢ao
Ossea de ambos e aumentando a reabsor¢do do célcio, a excrecao de fosforo e a producao de
calcitriol nos rins (1, 3, 5-7).

A existéncia de trés fragcdes do hormonio, a amino-terminal [1-34], carboxi-terminal
[39-84] e a fracdo intacta, foi demonstrada experimentalmente (8).

O hiperparatireoidismo ¢ uma enfermidade metabdlica caracterizada por uma
osteodistrofia fibrosa generalizada (9-12) decorrente de reabsor¢do Ossea e substituicdo do
tecido 6sseo por tecido conjuntivo fibroso (11, 13).

Existem duas formas de hiperparatireoidismo, a forma primdria, decorrente de
neoplasias nas paratiredides (14) e a secunddria, que pode ser nutricional (11, 13, 15) ou
decorrente de moléstias renais (11, 16, 17), sendo esta dltima a mais frequente.

As alteracdes caracteristicas do hiperparatireoidismo secundario a moléstia renal (HSR)
sdo hipocalcemia, hiperfosfatemia e aumento do PTH sérico com consequente alteragdo dssea
como resposta (7, 17, 18).

A elevacdo do PTH no HSR se da pela baixa concentragdo de calcitriol e pela
hiperfosfatemia, que induzem a hipocalcemia pela formacdo de complexo Ca:P, fatores que
levam a uma diminui¢do da retroalimentacdo negativa do PTH (6, 7). Com a progressao da
doenca ocorre resisténcia 6ssea ao PTH, sendo necessarias concentragdes cada vez maiores do
hormonio para manuten¢do dos niveis de cdlcio, ocorrendo hiperplasia glandular (6, 7, 19-22).

Com a lesdo renal ocorre um acumulo das fracdes amino-terminal, intacta e,
principalmente, da carboxi-terminal do PTH (2, 21). A fracdo amino-terminal, que € ativa,
estd aumentada de 2 a 10 vezes, enquanto a carboxi-terminal, biologicamente inativa, esta
aumentada de 50 a 200 vezes (2). A atividade das fracdes é medida pela capacidade de ativar
a adenilciclase nos 6rgdos alvo, enzima que promove a conversao de ATP em AMP ciclico,
desencadeando as acOes celulares nos tecidos alvo (1, 2, 4, 23).

Os sinais clinicos do HSR sdo variados, incluindo osteodistrofia renal (1, 6, 20, 24, 25),
calcificacdo de tecidos moles, anemia, hemorragias, intolerancia a glicose, prurido,
hiperlipidemia e disfuncdes sexuais (2, 7, 26), bem como necrose de tecidos moles em
humanos com aumento do paratormonio (26).

O diagnéstico do HSR € baseado na concentracdo sérica elevada de PTH, associada a
alteracoes renais e hiperfosfatemia (7, 17, 18).

O método analitico mais utilizado para mensuracio do PTH sérico € o
radioimunoensaio (RIA), utilizando o iodo radioativo [1251]. Originalmente desenvolvido para
mensuragdo em humanos, foi padronizado para utilizacdo em animais, com a utilizacdo de
anticorpo policlonal de ovelha. Vérios testes foram estudados, levando em consideracao o tipo
de fragmento do PTH, podendo-se mensurar os fragmentos amino [1-34] ou carboxi-terminal
[39-84] e o hormonio intacto (3, 27-31). Existe a opcao pela mensuracdo do hormonio intacto
como melhor forma de predizer a funcio das paratiredides por ndo levar em conta o aumento
da fracdo N-terminal, que € inativa e estd mais aumentada no HSR (30). Os valores normais
relatados pelo método do radioimunoensaio sao 17,8 mEg/mL (27), 10 a 30 pg/mL (3, 28, 31)
e 14 a 34 pg/mL (29).

Atualmente estdo sendo pesquisados outros métodos para serem utilizados como
alternativa ao radioimunoensaio, sendo que os principais motivos sdo os fatores de seguranca
(32, 33) e o tempo de incubacdo (34). Um destes € o método da imunoquimioluminescéncia
(ICMA), que demonstra boa correlacgio com o radioimunoensaio (30, 35), apresentando
melhor sensibilidade do que o RIE (30) e pode ser utilizado em transoperatorio, com apenas
sete minutos de incubacio, ao contrario do radioimunoensaio que possui tempo de incubagio
de 22 horas (34). Este método, ja testado em humanos, possui dois anticorpos, o anti-PTH 1-
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34 e o anti-PTH 44-84, porém a dosagem em caninos deve ser feita pelo uso de anti-PTH 1-34
e anti-PTH 39-84 (36).

O presente experimento teve por objetivos: determinar a especificidade e a efici€éncia do
método da quimioluminescéncia para determinac¢do dos valores normais de paratormodnio
intacto na espécie canina; determinar o valor normal do paratormonio intacto em cdes pelo
método da quimioluminescéncia e viabilizar o método da quimioluminescéncia para o
diagnéstico do hiperparatireoidismo secundario a IRC, possibilitando ao clinico a escolha de
uma forma mais simples e rdpida de diagndstico.

MATERIAIS E METODOS
Selecao e niimero de animais

Neste estudo foram utilizados 60 caes adultos, provenientes do canil do Biotério Central
do Campus de Botucatu, escolhidos sem distin¢do de sexo ou raga e testados para descartar
doencas que interfeririam no metabolismo de célcio.

Foram excluidos os cd@es que apresentavam alteracdes da estrutura Ossea e do
metabolismo do cdlcio, como: nefropatias, fraturas, neoplasias, hiperadrenocorticismo e
terapia com drogas que pudessem interferir no estudo.

Dosagem do PTH intacto sérico de caes sadios

O PTH intacto sérico [1-84] foi dosado utilizando-se a técnica de
imunoquimioluminescéncia® com anticorpos especificos, anticorpo antiPTH 44-84 e antiPTH
1-34, medindo imunocomplexos, apds incubagdo, pela luminescéncia produzida pela reacdo
quimica.

A precisdo intra-ensaio foi determinada pela repeticdo de 10 % das amostras da seguinte
forma, a cada dez ensaios repetiu-se o décimo.

Anadlise Estatistica

Para a varidvel observada no experimento foram apresentadas as estatisticas descritivas
de média e desvio padrdo amostral, a variacio dos valores dos testes intra-ensaio nao foi
superior a 5%.
RESULTADOS
Paratormonio intacto dos animais sadios

Os valores encontrados apresentaram variacdo entre <1 e 7,4 pg/mL (Tabela 1). Em

66,7% dos animais os valores encontravam-se abaixo do valor minimo de deteccdo do método
(<1 pg/mL).

* Immulite intact PTH® - DPC
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Tabela 1. Valores de PTH intacto dos animais sadios

Animal PTH (pg/mL) Animal PTH (pg/mL)
1 <1 31 <1
2 <1 32 <1
3 <1 33 <1
4 <1 34 <1
5 <1 35 <1
6 4.6 36 <1
7 2.1 37 <1
8 <1 38 1.5
9 <1 39 <1
10 2.5 40 <1
11 7.0 41 4.6
12 <1 42 3.1
13 <1 43 2.1
14 <1 44 <1
15 1.5 45 <1
16 <1 46 <1
17 1.4 47 <1
18 <1 48 <1
19 <1 49 <1
20 <1 50 7.1
21 <1 51 2.6
22 <1 52 <1
23 <1 53 2.3
24 <1 54 7.4
25 <1 55 <1
26 <1 56 <1
27 2.3 57 4.1
28 <1 58 1.7
29 6.9 59 <1
30 49 60 5.3

DISCUSSAO

Atualmente com a melhora dos cuidados com os animais domésticos € o
desenvolvimento da Medicina Veterindria, torna-se necessario um aprofundamento no estudo
das doencas e estabelecimento de rotina clinica e laboratorial para o diagndstico destas.

A literatura (32-34) sugere que, devido ao aumento das exigéncias em biosseguranca, se
pesquise métodos laboratoriais mais seguros que o radioimunoensaio € com tempo de
incubac@o menor.

Um dos objetivos deste estudo foi testar o método da imunoquimioluminescéncia,
também chamado de quimioluminescéncia como alternativa ao radioimunoensaio para
dosagens de PTH intacto em cdes e determinar o intervalo de valores normais por este
método. Na medicina (30, 35) este teste estd bem fundamentado, apresentando maior
sensibilidade que o radioimunoensaio.

No grupo dos caes normais, os valores de PTH intacto encontrados variaram de <1 a 7,4
pg/mL, com 66,7% dos animais apresentando valores abaixo do limite minimo de detec¢cdo do
método. Os resultados encontrados demonstram que este método pode ndo ser eficiente para
determinacgdes de valores de PTH intacto em animais com altera¢des que levem a diminui¢@o
da concentracao do hormonio, pois corre-se o risco de se obter um valor abaixo do limite do
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método. Existe a probabilidade deste método ndo ter sido eficiente para valores normais por
se tratar de um kit composto de dois anticorpos, o anti-PTH 1-34 e o anti-PTH 44-84, o que
segundo Feldman (36) nao é o ideal para a dosagem em caninos, que deve ser feita pelo uso
de anti-PTH 1-34 e anti-PTH 39-84, porém ndo hd no mercado um kit com estas
caracteristicas.

Neste estudo pode-se testar o método da quimioluminescéncia como forma de
diagnostico de alteragdes das paratiredides em substitui¢do ao radioimunoensaio. Mais
estudos se fazem necessarios para determinar se o método € eficiente ou se existem problemas
com as fragcdes de anticorpo utilizados neste kit em especial.

CONCLUSOES

Os valores de PTH intacto encontrados nos cdes sadios utilizados neste estudo
demonstram que o método da quimioluminescéncia pelo kit utilizado pode niao apresentar a
eficiéncia necessdria para que seja adotado rotineiramente na mensuracao de valores normais
ou diminuidos do PTH em caes.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar suplementos energético e multiplo fornecidos em quantidades de 2 e 4 kg
animal dia, além da mistura mineral, sobre o desempenho produtivo e custos da producdo
leiteira, durante o periodo das dguas. O experimento foi conduzido em &rea experimental
constituida por cinco piquetes de 0,45 ha, formados com o capim Xaraés, e providos de
bebedouros e cochos cobertos com duragdo de cinco periodos de 14 dias, totalizando 70 dias
experimentais. Foram utilizadas cinco vacas Girolando no ter¢co médio de lactagdo, com
aproximadamente seis anos de idade e peso corporal médio de 460 kg, distribuidas
aleatoriamente em um delineamento quadrado latino 5x5. O leite foi pesado nos 12°, 13° e 14°
dias de cada periodo experimental apds as ordenhas da manha e tarde para mensuracdo do
desempenho dos animais. Nao houve efeito da suplementacdo sobre a producdo de leite
(P>0,05), sendo a producdo media didria de 8,21 kg leite animal dia. As margens brutas por
kg de leite produzido para os suplementos utilizados foram de 0,54; 0,43; 0,38; 0,40 e 0,32
respectivamente para os suplementos mistura mineral, energético fornecido a 2 e 4 kg e
multiplo fornecido a 2 e 4 kg animal dia.

Palavras-chave: capim brachiaria, energia, leite a pasto, proteina.

SUPPLEMENTATION FOR DAIRY CATTLE IN XARAES GRASS PASTURE IN
RAINY SEASON

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate energy and multiple supplements supplied to 2 and 4 kg
animal day, in addition to mineral mix, on the performance and costs of milk production
during the rainy season. The experiment was conducted in the experimental area consisted of
five paddocks of 0.45 ha, with the Xaraés grass, and equipped with water and supplements
dispenser covered, with a duration of five periods of 14 days, with 70 experimental days. Five
Girolando dairy cows were used, with approximately six years of age and body weight of 460
kg randomly divided into a 5x5 Latin square design. After milking, the milk was weighed at
12, 13 and 14 days of each experimental period after the morning and afternoon milking to
measure the performance of animals. There was no effect of supplementation on milk
production (P> 0.05), have been observed the average of 8.21 kg milk animal day. Gross
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margins per kg milk produced for the supplements used were 0.54, 0.43, 0.38, 0.40 and 0.32
respectively for mixing mineral supplements, energy supplied to 2 and 4 kg, and provided
multiple at 2 and 4 kg animal day.

Keywords: palisade grass, energy, grass milk, protein.

SUPLEMENTACION DE VACAS LECHERAS MANTENIDAS EN PASTO XARAES
DURANTE EL PERIODO DE LLUVIAS

RESUMEN

El objetivo fue evaluar el rendimiento y los costos de produccién de la leche durante la
estacion de lluvias utilizando suplementos energéticos y suplementos variados en cantidades
de 2 y 4 kg animal-1 dia, ademds de mezcla de minerales. El experimento se llevé a cabo en
cinco potreros de 0,45 ha, plantados con pasto Xaraés y equipados con,bebederos y
comederos cubiertos y fue realizado en cinco periodos de 14 dias, (total de 70 dias). Fueron
utilizadas cinco vacas de raza Girolando durante el segundo tercio de lactancia, con
aproximadamente seis afios de edad y peso corporal de 460 kg, distribuidas aleatoriamente en
un cuadrado latino 5x5. La leche se pesé en los dias 12, 13 y 14 de cada periodo experimental
después de la ordefia matutina y vespertina para evaluar el rendimiento de los animales. No
hubo efecto de los suplementos sobre la produccion de leche (P> 0,05). La produccién media
de leche fue de 8.21 kg por dia. Los margenes brutos por kilogramo de leche producida para
cada uno de los suplementos utilizados fueron de 0.54, 0.43, 0.38, 0.40 y 0.32, para la mezcla
de minerales, suplemento energético administrado a 2 y 4 kg y suplemento variado
proporcionado a 2 y 4 kg animal dia-1, respectivamente.

Palavras clave: pasto brachiaria, energia, leche a pasto, proteina
INTRODUCAO

O crescimento da producdo de leite no Brasil nos tdltimos anos tém sido bastante
significativo, enquanto o consumo interno tem se expandido em ritmo mais lento (1).
Atualmente, nota-se tendéncia para producdo de leite a pasto, objetivando a diminui¢ao dos
custos de producao, devido principalmente ao elevado preco do concentrado (2), no entanto a
inclusdo de pequenas quantidades de suplementos pode ter afeito positivo na utilizacdo da
forragem disponivel mesmo em pastagens de alta qualidade no periodo das dguas (3).

Considerando que € o principal fator limitante da produ¢do animal, o consumo restrito
(quantidade e, ou, qualidade) de nutrientes s6 serd controlado pelo valor nutritivo se a
quantidade disponivel de forragem nao for limitante (4). Trabalhos de pesquisa tém
demonstrado que mesmo em pastagens com alta disponibilidade de forragem no periodo das
dguas existe resposta a suplementacdo de animais em pastejo apesar da menor magnitude
desta (5-7).

Para Minson (8) quando a forragem tem acima de 7,0% de proteina bruta (PB) ¢é
garantido suprimento de nitrogénio para que os carboidratos fibrosos da dieta sejam utilizados
de maneira adequada. No entanto, para Paulino, Detmann e Valadares Filho (3, 9) a
maximizacdo da utiliza¢do da fibra em detergente neutro potencialmente digestivel (FDNpD)
de forragens tropicais acontece quando a dieta basal possui 10,0% de PB.

Segundo Costa et al. (10) em estudos in vitro, a suplementagdo, nos casos de
alimentacdo com forragem de alta qualidade, de forma exclusiva com caseina (proteina
verdadeira) ou carboidratos (amido ou pectina) pode ter efeitos deletérios na degradacio dos
carboidratos fibrosos da forragem, porem a suplementacdo conjunta com proteina e
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carboidratos permite a reducao dos efeitos deletérios em comparacao a suplementacgao isolada
com esses compostos. Dessa forma, a utilizagdo de suplementos com caracteristicas multiplas
pode ndo atrapalhar a utiliza¢do da forragem com vistas a melhoria do desempenho animal.

Em sistemas de producdo de animais a pasto, a inclusdo suplementos deve ser feita de
forma criteriosa, ndo apenas levando em consideragdo aspectos técnicos, mas também os
econdmicos, com vistas a atingir as metas produtivas com minimo custo e maxima eficiéncia
econOmica. Objetivou-se avaliar a suplementacdo mineral, energética e multipla sobre o
desempenho e custo de producdo de vacas leiteiras mantidas em pastagens de Brachiaria
brizantha cv. Xaraés com alta disponibilidade de forragem no periodo das dguas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias da Chacara Capao Grande, localizada a
20 km de Cuiab4, no municipio de Véirzea Grande - MT, na regido da Baixada Cuiabana, com
inicio em 05 de Janeiro e término em 20 de Marco de 2010, correspondendo ao periodo das
aguas, com total de 70 dias experimentais, divididos e cinco periodos de 14 dias.

A drea destinada aos animais foi constituida por cinco piquetes de 0,45 ha cada,
formados com a graminea Brachiaria brizantha cv. Xaraés, providos de bebedouros e cochos
cobertos. Utilizou-se cinco vacas Giroloando, com seis anos de idade e peso corporal médio
de 460 kg, aproximadamente quatro meses apds o parto. Foram usados os seguintes
suplementos:

- Mistura mineral (MM) fornecida ad libitum,

- Suplemento energético (SE) fornecido a 2 e 4 kg animal dia;

- Suplemento multiplo (SM) fornecido a 2 e 4 kg animal dia;

Todos os animais foram submetidos ao controle de ecto e endoparasitas no inicio e meio
do experimento. A composi¢do percentual dos suplementos com base na matéria natural e os
custos dos ingredientes encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢ao percentual dos suplementos com base na matéria natural e custo dos
ingredientes usados na formulacio.

Inerediente Valores Suplementos
& R$/ton RSkg MM SE  SP
Farelo de soja 750,00 0,75 - - 10,00
Residuo de pré-limpeza de milho’ 150,00 0,15 - 92,40 80,00
Uréia+Sulfato de Amonia (9:1) 1.800,00 1,80 - 2,60 5,00
Mistura mineral 1.150,00 1,15 100,00 5,00 5,00

"Mistura mineral comercial para vacas em lactagdo. Niveis de garantia por kg de produto: Célcio: 200g; Fésforo:
100g; Sédio: 68g; Magnésio: 15g; Enxofre: 12g; Cobalto: 200mg; Cobre: 1650mg; Iodo: 195mg; Manganés:
1960mg; Niquel: 40mg; Selénio: 32mg; Zinco: 6285mg; Ferro: 560mg; Flior (max.): 1000mg; “Residuo oriundo
de peneiras de limpeza dos gridos de milho nos armazéns secadores, composto por grdos de milho quebrados (70
a 80%) e impurezas (20 a 30%).

Os suplementos foram fornecidos duas vezes ao dia em porgdes iguais, apOs as
ordenhas (06:00 e 16:00 horas), segundo esquema de fornecimento demonstrado na Tabela 2,
monitorando-se as possiveis sobras de suplementos

Carvalho DMG, et al. Suplementagdo de vacas leiteiras em pastagens de capim Xaraés no periodo das dguas.
Vet. e Zootec. 2013 mar.; 20(1): 91-101.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 94

Tabela 2. Esquema de distribui¢do dos suplementos

Esquema de fornecimento Niveis de fornecimento (kg)

MM SE2kg SE4kg SP2kg SP4kg
Manha Ad libitum 1,0 2,0 1,0 2,0
Tarde Ad libitum 1,0 2,0 1,0 2,0
Total Ad libitum 2,0 4,0 2,0 4,0

Os animais foram ordenhados mecanicamente, as 06:00 e 16:00 horas diariamente. Os
11 primeiros dias de cada periodo experimental foram destinados a adaptagdo dos animais aos
suplementos, sendo feitas as mensuragdes nas quantidades de leite produzido no 12°, 13° e 14°
dias. Para medir a producdo de leite por animal, foi usada uma balanca digital. Depois de
ordenhado o animal, o leite era pesado e descontado o peso do balde.

No primeiro dia do primeiro, terceiro e quinto periodos experimentais realizou-se a
coleta de amostras da forragem nos diferentes piquetes. Para esta amostragem foram
realizadas medicdes da altura da forragem em 100 pontos por piquete, divididos em duas
diagonais (50 pontos por diagonal). Apds a medi¢c@o os valores foram somados para obtencao
de uma altura media da forragem por piquete e coletada a forragem a 5 cm do solo com um
quadrado metélico de 1m? em um ponto do piquete que cuja altura fosse igual a media obtida
pela medicao. Apds a coleta, as amostras de cada piquete foram pesadas e homogeneizadas, e
a partir dessas retiraram-se duas aliquotas compostas: uma para avalia¢do da disponibilidade
total de matéria seca total de forragem (kg/ha) e outra para andlise das disponibilidades por
hectare de MS de: folha verde, folha seca, colmo verde e colmo seco.

A avaliacdo da forragem ingerida pelos animais foi realizada utilizando a técnica da
simulacdo manual de pastejo (11), coletando-se amostras de pasto em duas linhas diagonais
dentro de cada piquete no primeiro dia de cada periodo experimental, procurando manter
sempre 0s mesmos amostradores, com vistas a diminui¢@o na variabilidade dos resultados.

Todo o material coletado foi imediatamente congelado em freezer a -20 °C para
posterior anélise laboratorial. Também foram feitas amostragens dos ingredientes usados para
a formulagdo do suplemento e dos suplementos ap6s misturados.

As amostras dos ingredientes, suplementos e forragem foram analisadas no laboratério
de Bromatologia da Universidade de Cuiabd (UNIC), para as seguintes varidveis: matéria seca
(MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), cinzas (CZ), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente dcido (FDA) realizadas de acordo com as técnicas descritas por
Silva e Queiroz (12). As concentragdes de fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi)
foram determinadas por intermédio da digestibilidade in situ, obtida apds incubagdo por 144
horas, segundo o método descrito por Cochran et al. (13). Os carboidratos totais (CT) foram
obtidos pela equagdo proposta por Sniffen et al. (14): CT = 100 - (%PB + %EE + %Cinzas).
Os carboidratos totais (CT) dos suplementos foram obtidos pela equacdo proposta por Hall
(15): CNF = 100 — [(%PB - %PBuréia + %uréia) + %FDN + %EE + %MM]. Os carboidratos
nao-fibrosos (CNF), pela diferenca entre CT e FDN.

Para a avaliagdo econdmica, o valor atribuido a tonelada de cada ingrediente foi obtido
por cotagdo de preco no mercado local em trés fornecedores. O custo dos suplementos foi
calculado em funcao do nivel de inclusdo de cada ingrediente multiplicado pelo seu respectivo
preco por unidade de produto (kg). O custo por dia com suplemento (R$) foi calculado
multiplicando-se o consumo de suplemento animal/dia pelo preco por kg de suplemento. Para
o custo com forragem foi considerado o valor de aluguel de pasto de R$ 10,00 animal/més. O
custo didrio total foi obtido pela soma dos custos didrios com mado de obra, forragem e
suplemento. Para calcular o custo da mio de obra, assumiu-se a contratacio de um
funciondrio com capacidade para cuidar de 50 vacas leiteiras com produ¢do media de 10 kg
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de leite vaca dia, sendo a sua remuneracdo mensal de R$ 1.000,00. Foram considerados os
mesmos custos com mao-de-obra para os suplementos SE e SM, pois estes suplementos foram
fornecidos diariamente. J4 para MM (mistura mineral) assumiu-se freqiiéncia semanal de
reabastecimento dos cochos. A margem bruta por kg de leite foi calculada pela diferenca entre
o valor pago por kg de produto e o custo didrio total para que o animal produzisse esse kg de
leite.

As andlises estatisticas foram conduzidas em um delineamento quadrado latino 5x5,
segundo o modelo estatistico:

Yik = U +Ai+Bj+Pk+€ijk

em que:

| = constante geral;

a; = efeito do suplementoi (i=1, 2, 3,4 ¢e5);

B; = efeito referente ao animal ou sequéncia de tratamentos j j = 1, 2, 3, 4 e 5);

Py = efeito referente ao periodo experimental k (k =1, 2,3,4¢e5); e

&;j = erro aleatorio, associado a cada observagao, pressuposto NID (0, 62).

Os dados foram analisados por meio de andlise de varidncia e para comparacao entre as
medias utilizou-se o teste de SNK, sendo todas as andlises realizadas por intermédio do
programa Saeg - UFV (16), tendo-se adotado o nivel de probabilidade de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados valores médios de massa de forragem total (MSFT), de laminas
foliares verdes (MSLV), de laminas foliares mortas (MSLM), de colmos verdes (MSCV) e de
colmos mortos (MSCM) na pastagem de 4.660; 1.920; 520; 1.710 e 520 kg ha,
respectivamente (Figura 1). O comportamento dos dados de disponibilidade encontrado esté
de acordo com os observados por Paula et al. (17), em pastagem de Brachiaria brizantha cv.
Marandu com aumento MSCV e diminui¢do da MSLV em funcdo do pastejo animal. Segundo
Euclides et al. (18), no caso de pastagens tropicais, onde ha um grande acimulo de material
senescente, a pressdao de pastejo deve ser expressa em massa de forragem verde e
especialmente como laminas foliares verdes, pois nao ha relacdo entre o desempenho animal e
producdo por hectare quando a pressao de pastejo € calculada com base na massa seca total de
forragem (MST), mas é positiva com o cdlculo em matéria seca verde (MSV). De fato,
quando disponivel, o animal tende a selecionar apenas folhas verdes e a recusar as folhas
secas e 0s colmos.

Foram observados valores médios para ofertas de massa de forragem total (OMSFT), de
laminas foliares verdes (OMSLYV), de laminas foliares mortas (OMSLM), de colmos verdes
(OMSCV) e de colmos mortos (OMSCM) na pastagem de 26,64; 8,23; 2,43; 7,70 e 2,56% do
peso corporal (PC), respectivamente (Figura 2).

Para este experimento o valor encontrado para OMSFT de 9,97 vezes a capacidade de
ingestdo dos animais demonstra a alta oportunidade dos animais selecionarem folhas verdes
na tentativa de consumir uma dieta mais adequada a suas necessidades nutricionais. Pela
andlise de extrusa, Euclides et al. (18) observaram que, mesmo com a baixa disponibilidade
de MS nas pastagens, durante todo o ano, a participacdo de folhas na dieta selecionada pelo
animal foi superior a 84% e a quantidade de material morto correspondeu a apenas pequena
propor¢dao da dieta, variando de 5 a 10%, o que permite dizer que na condicdo desse
experimento, onde a oferta de forragem € alta os animais puderam praticar a sele¢do de folhas
verdes durante o processo de pastejo a busca de consumir uma dieta mais adequada as suas
exigéncias nutricionais.
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Figura 1. Massa seca de forragem total (MSFT), de lamina foliares verdes (MSLFV), de
laminas foliares mortas (MSLFM), de colmos verdes (MSCV) e de colmos mortos (MSCM)
do capim Marandu em cada periodo experimental.
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Figura 2. Ofertas didrias de massa seca de forragem total (OMSFT), de lamina foliares verdes
(OMSLFV), de laminas foliares mortas (OMSLFM), de colmos verdes (OMSCV) e de
colmos mortos (OMSCM) do capim Marandu em cada periodo experimental em porcentagem
do peso corporal dos animais.

A forragem disponivel ao pastejo animal possuia em media 7,48% de PB (Tabela 3),
acima de 7,00% considerados por Minson (8) como adequados a fermentacdo dos
carboidratos estruturais da forragem e abaixo de 10,00% de PB citados por Detmann, Paulino
e Valadares Filho (3) como valor a partir do qual a fibra em detergente neutro potencialmente
digestivel € otimizada e/ou maximizada.

O teor médio de FDN encontrado para forragem no presente estudo foi de 73,70%,
estdo proximos aos encontrados por Zervoudakis et al. (19) de 69,80% em amostras de capim
marandu obtidas via extrusa esofédgica e superior ao encontrado por Zervoudakis et al. (20) e
Porto et al. (21) 66,62 e 66,82 em amostras obtidas via extrusa esofagica. A diferenca no teor
de proteina bruta entre os suplementos SE e SM (Tabela 4) sdo devidas a diferenca na
combinacdo dos ingredientes utilizados em cada uma das formulagdes (Tabela 1).
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Tabela 3. Composi¢do Bromatoldgica da Forragem com base na matéria seca

Meses experimentais

Itens Média
Janeiro Fevereiro Marco

MS (%) 29,32 28,98 31,33 29,87
MO 93,52 94,19 93,50 93,74
PB 7,88 7,30 7,26 7,48
EE 1,22 1,55 1,32 1,36
FDN 70,92 73,38 76,81 73,70
FDNi 21,43 19,29 23,18 21,30
MM 6,48 5,81 6,50 6,26
CT 83,42 86,34 84,92 83,23
CNF 13,51 12,97 8,11 9,53

matéria seca (MS%), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), extrato etéreo (EE), carboidratos totais (CHOT),
carboidratos nao fibrosos (CNF)

Tabela 4. Composi¢do bromatoldgica dos ingredientes e suplementos com base na matéria
seca

Ingredientes e suplementos

Itens

Farelo de soja Residuo de milho SE SM
MS (%) 90,32 91,37 92,85 91,45
MO 94,53 98,47 92,84 93,70
PB 50,67 7,93 17,45 27,66
FDN 21,43 27,41 8,80 12,61
EE 3,96 2,23 1,85 2,11
Ccz 5,47 1,53 7,16 6,30
FDNi 5,65 7,82 7,32 7,96
CT 39,90 88,31 73,58 63,93
CNF 18,47 60,90 64,78 51,32

Matéria seca (MS%), matéria orginica (MO), proteina bruta (PB), cinzas (CZ), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), extrato etéreo (EE), carboidratos totais (CT),
carboidratos néo fibrosos (CNF)

O suplemento SM tem 10,00% de farelo de soja (50,67% de PB) e 5,00% de uréia com
sulfato de amonia (9:1) respectivamente, que por serem ingredientes com maior teor protéico
ajudam a aumentar a quantidade de PB de SM em relacdo a SE, que é composto por 92,40%
de residuo de pré-limpeza de milho (10,93% de PB) e 2,60% de uréia com sulfato de amonia
(9:1) respectivamente.
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Nao houve diferencga entre os suplementos ou niveis utilizados (P<0,05) para a producao
de leite (Tabela 5). As producdes medias animal dia foram de: 8,08; 8,37; 8,54; 7,93 e 8,12 kg
respectivamente para mistura mineral (MM), suplemento energético (SE) fornecido a 2 e 4 kg
e suplemento multiplo (SM) fornecido a 2 e 4 kg.

Tabela 5. Producao de leite por dia animal e por hectare

Suplementos
Item SE SM
MM

2 kg 4 kg 2 kg 4 kg
Producio de leite (kg animal dia) 8,08" 8,37% 8,54% 7,93% 8,12%
Conversao do suplemento em leite (kg/kg) - 4,185 2,135 3,965 2,030
Producao de leite (kg animal més)1 242,40 251,10 256,20 237,90 243,60
Producdo de leite (ha dia) 16,16 16,74 17,08 15,86 16,24
Produgio de leite (ha més)’ 484,80 502,20 512,40 475,80 487,20

Letras iguais na linha no diferem pelo teste de SNK a 5% de probabilidade; "Més=30 dias.

Semmelmann et al. (22) fornecendo suplemento energético (9,0% de PB) e energético —
protéico (20,0% de PB) na proporcdo de 1,0 kg de suplemento para cada 3,0 litros de leite
produzido, para vacas leiteiras Holandesas em pastagens de Capim-quicuio com 15,80% de
PB, ndo observaram diferenca na produgdo de leite, sendo as medias encontradas de 15,67 e
15,66 kg animal dia respectivamente para os suplementos energéticos e energético — protéico.

Nesse sentido, o fornecimento dos suplementos SE e SM a 2 kg animal dia para este
estudo sdo préximos aos citados por Semmelmann et al. (22) considerando a relagao 1,0 kg de
suplemento para cada 3,0 kg de leite produzido, descrita para fornecimento de suplemento.

Pimentel et al. (6) suplementando vacas em pastagens de Brachiaria brizantha cv.
Marandu com 7,80% de PB com mistura mineral e suplementos com 50, 30 e 20% de PB
fornecidos a 2,0; 3,5 e 5,0 kg animal dia encontraram efeito quadratico (P>0,057) da
suplementacgdo sobre a producao de leite sendo as produgdes medias de 10,20; 12,10; 14,20 e
13,40 para mistura mineral e suplementos com 50, 30 e 20% de PB respectivamente. Estes
autores atribuiram esse desempenho ao efeito associativo positivo entre a forragem e os
menores niveis de suplementacdo com teores mais elevados de PB. Os resultados de Pimentel
et al. (6) contrariam os resultados encontrados nesse experimento em que mesmo com uso de
suplementos com maiores teores de PB em menores niveis de fornecimento, como no caso do
suplemento SM fornecido a 2,0 kg animal dia que ndo difere dos outros tratamentos
utilizados.

Apesar do maior custo por tonelada de suplemento apresentado pela mistura mineral,
esta obteve margem bruta de R$ 0,54, sendo superior aos outros suplementos e niveis aqui
avaliados. Este resultado deve-se ao seu baixo consumo pelos animais (0,100 kg animal dia) e
a producdo de leite que nao sofreu alteracdo em fungdo dos suplementos e niveis utilizados e
ao baixo custo com mao de obra empregado nesse tipo suplemento, pois o seu fornecimento é
feito semanalmente.
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Tabela 6. Indicadores econdmicos de produgao

Indicadores Econdmicos Suplementos

MM  SE/2kg SE/4kg SP/2kg SP/4kg
Custo Suplemento (R$/ton) 1.150,00 242,90 24290 342,50 342,50
Custo suplemento (R$/kg) 1,15 0,24 0,24 0,34 0,34
Consumo suplemento (kg/dia) 0,100 2,000 4,000 2,000 4,000
Custo diario com suplemento (R$) 0,12 0,49 0,97 0,69 1,37
Custo diario com forragem (R$/dia) 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
Custo com mao de obra (R$/dia) 0,09 0,66 0,66 0,66 0,66
Custo didrio total (R$) 0,54 1,48 1,96 1,68 2,36
Producao de leite (kg/dia) 8,08 8,37 8,54 7,93 8,12
Valor pago pelo leite (R$/kg) 0,61 0,61 0,61 0,61 0,61
Receita (R$/dia)* 4,93 5,11 5,21 4,84 4,95
Margem Bruta diaria’ 4,39 3,63 3,25 3,16 2,59
Margem Bruta por kg de leite! 0,54 0,43 0,38 0,40 0,32

"Margem bruta=Receita didria — custo didrio; "Receita=Producio (kg/animal/dia)*Valor pago pelo leite (R$/kg)

A melhor margem bruta obtida entre os tratamentos suplementados para o suplemento
SE fornecido a 2 kg animal dia deve-se ao fato de este suplemento apresentar um custo por kg
de produto inferior ao suplemento SM.

CONCLUSOES

Vacas leiteiras Girolando no terco médio de lactagdo, mantidas em pastagem de capim-
Xaraés sob alta oferta de forragem nio respondem a suplementacao energética ou multipla.
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MICROBIOTA BACTERIANA E FUNGICA PRESENTES NA CLOACA DE
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RESUMO

A popularidade de jabutis criados como animais de estimag¢do vem crescendo e tem causado
preocupacdo quanto ao seu impacto na satde publica e animal. H4 uma escassez quanto aos
estudos envolvendo o isolamento de bactérias e fungos presentes na cloaca de répteis. Este
trabalho teve como objetivos o estudo das microbiotas bacteriana (bactérias aerdbias e
anaerdbias facultativas) e fungica presentes na cloaca de cem jabutis-piranga (Geochelone
carbonaria) criados em domicilio bem como a pesquisa de genes de viruléncia em
Escherichia coli e Salmonella spp. utilizando a PCR. Uma grande diversidade de géneros de
bactérias (18) e fungos (9) foi isolada. Os micro-organismos mais frequentemente isolados
foram: Escherichia coli (67%), Klebsiella spp. (54%), Bacillus spp. (42%), Candida spp.
(42%), Citrobacter spp. (33%), Staphylococcus spp. (29%), Aeromonas spp. (15%) e
Salmonella spp. (7%). Todos os isolados de Salmonella spp. foram positivos para o gene
invA. Nenhum dos isolados de E.coli foi positivo para presenga de genes de viruléncia
associados com E. coli enterotoxigé€nica, enteropatogénica e extraintestinal. Deve-se atentar
para os cuidados com jabutis criados como pets, particularmente quanto aos aspectos de
higiene, visando assim a prevencao da transmissdao de diferentes micro-organismos, alguns
dos quais que albergam genes de viruléncia.

Palavras-chave: Geochelone carbonaria, bactérias, fungos, microbiota, genes de viruléncia

BACTERIAL AND FUNGAL MICROFLORA PRESENT IN THE CLOACAE OF
DOMESTICALLY KEPT RED-FOOTED TORTOISES (Geochelone carbonaria)

ABSTRACT

The popularity of tortoises kept as pets is increasing and has caused concern regarding its
impact on public and animal health. There is a lack of studies involving the isolation of
bacteria and fungi from cloacae of reptiles. This study aimed to investigate bacterial and
fungal agents in the cloacae of a hundred Red-footed tortoises (Geochelone carbonaria)
domestically kept, as well as to survey for virulence genes in Escherichia coli and Salmonella
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spp. using PCR. A great diversity of bacterial genera (18) and fungi (9) were recovered. The
microorganisms most frequently isolated were: Escherichia coli (67%), Klebsiella spp.
(54%), Bacillus spp. (42%), Candida spp. (42%), Citrobacter spp. (33%), Staphylococcus
spp. (29%), Aeromonas spp. (15%) and Salmonella spp. (7%). All Salmonella spp. isolates
were positive for the invasion gene invA. None of the E.coli isolates was positive for virulence
genes associated with enterotoxigenic, enteropathogenic and extraintestinal E. coli. Proper
husbandry measures when owning a tortoise, especially regarding hygiene aspects, are
necessary since they aim at the prevention of different microorganisms some, of which
harboring virulence genes.

Keywords: Geochelone carbonaria, bacteria, fungi, microflora, virulence genes

MICROBIOTA BACTERIANA Y FUNGICA PRESENTES EN LA CLOACA DE
TORTUGAS (Geochelone carbonaria) CRIADAS COMO ANIMALES DOMESTICOS

RESUMEN

La popularidad de las tortugas criadas como animales de compaiiia estd creciendo junto con la
preocupacién por el impacto de estos animales en la salud publica y animal. Existen pocos
estudios que incluyen el aislamiento de bacterias y hongos presentes en la cloaca de estos
reptiles. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la microbiota bacteriana (aerdbica y
anaerobica facultativa) y fingica presentes en la cloaca de cien tortugas (Geochelone
carbonaria) domésticas e investigar genes de virulencia de Escherichia coli 'y Salmonella spp.
utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Una amplia variedad de
géneros de bacterias (18) y hongos (9) fueran aislados siendo Escherichia coli. (67%),
Klebsiella spp. (54%), Bacillus spp. (42%), Candida spp. (42%), Citrobacter spp. (33%),
Staphylococcus spp. (29%), Aeromonas spp. (15%) y Salmonella spp. (7%) aislados con
mayor frecuencia. Todas las cepas de Salmonella spp. fueron positivas para el gen invA.
Ninguna de las cepas de E. coli fue positiva para la presencia de genes de virulencia asociados
con E. coli enterotoxigénicas, enteropatdgenicas y extraintestinales. Se debe prestar atencion
en el cuidado con tortugas criadas como animales domésticos sobre todo en aspectos de
higiene, con objetivo en prevencion de la transmision de diferentes microorganismos, algunos
de los cuales son portadores de genes de virulencia.

Palabras clave: Geochelone carbonaria, bacterias, hongos, microbiota, genes de virulencia
INTRODUCAO

A popularidade de diferentes répteis criados como animais de estimagdo vem crescendo
e tem causado preocupagdo quanto ao seu impacto na saide publica, tendo em vista que estes
animais podem representar uma fonte potencial de infec¢do para humanos, na medida em que,
por exemplo, eliminam no ambiente micro-organismos oportunistas e patogénicos pelas suas
fezes (1, 2).

Veterindrios que trabalham com répteis freqiientemente sdo indagados pelos
proprietarios sobre os tipos de doencas que estes animais podem transmitir, bem como sobre
as medidas profilaticas que devem ser tomadas para prevenir a ocorréncia € transmissao
destas doencas (2). Desta forma, o conhecimento dos micro-organismos que estes animais
albergam passa a ser importante para auxiliar na orientacdo dos proprietdrios quanto aos
cuidados com estes animais e implementacdo de medidas profildticas adequadas.

Considerando-se que os répteis participam de forma crescente do mercado de animais
criados como pets (1, 3), suas caracteristicas microbioldgicas devem ser melhor estudadas e
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compreendidas, visando evitar que adoecam ou venham a Obito devido a ocorréncia de
doencas infecciosas e ndo atuem como fontes de infeccdo para pessoas com as quais
convivem. Assim sendo, e considerando a escassa literatura existente acerca do assunto, fica
evidente a importancia do conhecimento da microbiota dos répteis, para auxiliar na
preservacdo da satide humana e animal.

O presente trabalho teve como objetivos verificar a ocorréncia e frequéncia das
microbiotas bacteriana (bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas) e flingica presentes na
cloaca de jabutis-piranga (Geochelone carbonaria) criados em domicilio. Procurou-se
também pesquisar genes codificadores de fatores de viruléncia de linhagens de Escherichia
coli e Salmonella spp. isoladas.

MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras e exame microbiolégico

A coleta das amostras foi realizada em domicilios onde sdo criados jabutis-piranga
(Geochelone carbonaria) como pets na cidade de Sao Paulo, Brasil. Foram coletados suabes
cloacais de 100 animais higidos os quais foram entdo acondicionados em meio de Stuart
(Oxoid) e encaminhados sob refrigeracdo ao laboratério. Estes suabes foram inicialmente
inoculados em caldo BHI (Oxoid) com incubacdo a 37°C por 24 horas. As amostras também
foram semeadas em &dgar sangue de carneiro (5%) e dgar MacConkey, com incubagdo em
aerobiose a 37°C com leituras em 24-48 horas. As amostras cultivadas em caldo BHI foram
posteriormente semeadas em dgar sangue e MacConkey e incubadas de forma similar.

Visando a pesquisa de Salmonella spp., os suabes também foram inoculados em caldo
tetrationato e incubados a 37°C por 24 horas. Paralelamente as amostras foram semeadas em
agar xilose-lisina-tergitol 4 (XL T4) (Difco), com incubagdo em aerobiose a 37°C com leituras a
24-96 horas. Apds a incubag@o as amostras inoculadas em caldo tetrationato também foram
semeadas em dgar XL'T4 e incubadas de forma similar.

Para a pesquisa de fungos filamentosos e leveduras, procedeu-se ao cultivo da amostra
em caldo Sabouraud-dextrose e dgar Sabouraud-dextrose (Oxoid) com cloranfenicol (100
mg/l) com incubagido a 25°C por um periodo de 3 dias para o caldo e de 7 dias para o agar que
foi submetido a avaliacOes didrias. As amostras cultivadas em caldo foram posteriormente
semeadas em agar Sabouraud-dextrose com cloranfenicol e incubadas de forma similar.

As bactérias isoladas foram identificadas de acordo com caracteristicas macro e
microscépicas bem como por provas bioquimicas conforme descrito por Murray et al. (4). Os
fungos filamentosos e leveduras isolados foram identificados de acordo com caracteristicas
macro e microscopicas, bem como por provas fisioldgicas, de acordo com Barnett, Payne e
Yarrow (5) e Hunter ¢ Hunter (6). Em casos de divida, foram utilizados os sistema de
identifica¢do RapID® (Oxoid).

Pesquisa de genes codificadores de fatores de viruléncia em estirpes de Escherichia coli e
Salmonella spp. utilizando a reacao em cadeia da polimerase

A pesquisa de fatores de viruléncia das estirpes de E.coli isoladas de suabes cloacais foi
realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para a obtencdo do material genético
foi utilizado o método de extragdo por choque térmico (7). O sobrenadante foi removido para
a realizacdo da PCR. A cada extracdo realizada foram utilizadas como controles positivos,
estirpes de Escherichia coli contendo genes codificadores dos fatores de viruléncia em estudo
provenientes da colecdo de cepas do Laboratério de Bacteriologia e Micologia da FMVZ-
USP.
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Foram utilizados os primers comercialmente disponiveis para detectar os genes que
codificam para pili associados com pielonefrite (pap), hemolisina (hly), aerobactina (iuc),
fator necrotizante citotéxico 1 (cnfl), fimbria S (sfa), adesina afimbrial I (afa), intimina (eae),
enterotoxina termo-labil (LT), enterotoxina termo-estivel (STa e STb) e gene de invasdo
invA. Para a deteccdo dos fatores de viruléncia comuns a E.coli patogénicas foram utilizados
os primers e protocolos de reacao descritos por Schultsz et al. (8) (LT), Olsvik et al. (9) (STa),
Blanco et al. (10) (STb), Yamamoto et al. (11) (UPEC), Blanco et al. (12) (eae). Para
Salmonella spp. foi utilizado o primer para deteccao do gene invA de acordo com o protocolo
descrito por Rahn et al. (13). Para cada reacdo foram utilizadas as mesmas estirpes usadas
como controles positivos nas reacdes de extracao.

Os produtos de PCR (10ul) foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%,
corados com brometo de etidio (10pg/ml) e fotografados sob luz ultravioleta. O marcador de
pares de bases utilizado foi o 100 bp DNA ladder (Invitrogen).

Analise Estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de Fischer, empregando-se
o “software” Graphpad Instat 1992-98 (14) para realizacdo dos mesmos.

RESULTADOS

Isolamento e identificacao de micro-organismos presentes em suabes cloacais de jabutis-
piranga.

Foram isoladas bactérias em todas as amostras analisadas ao passo que, fungos foram
isolados em 62% delas. A associagdo entre dois ou mais géneros e/ou espécies de micro-
organismos ocorreu em todas as amostras avaliadas. Foram isoladas bactérias Gram positivas
e Gram negativas em, respectivamente, 68 (68%) e 99 (99%) amostras analisadas. Leveduras
e fungos filamentosos foram isolados em, respectivamente, 57% e 8% das amostras (Tabela
1).

Foram isolados 18 géneros de bactérias, 06 géneros de leveduras e 03 géneros de fungos
filamentosos. Os géneros de micro-organismos isolados com maior frequéncia foram os
seguintes (Tabela 1): Escherichia coli (67%), Klebsiella spp. (54%), Bacillus spp. (42%),
Candida spp. (42%), Citrobacter spp. (33%), Staphylococcus spp. (29%), Corynebacterium
spp. (15%) e Aeromonas spp. (15%), dentre outros. A frequéncia de isolamentos de
Escherichia coli foi semelhante a de Klebsiella spp. e maior (P<0,05) do que as frequéncias
de isolamentos de cada um dos outros géneros ou espécies de micro-organismos.

Verificou-se que as frequéncias de isolamentos de bactérias Gram negativas foram
maiores (P<0,05) do que as de Gram positivas e também maiores (P<0,05) que de fungos. Por
sua vez, as frequéncias de isolamentos de bactérias Gram positivas foram semelhantes as de
fungos.

Pesquisa de genes codificadores de fatores de viruléncia em estirpes de Escherichia coli e
Salmonella spp.

Nenhuma das 67 estirpes de E.coli isoladas foi positiva para presenca de genes
codificadores dos fatores de viruléncia sfa, iuc, pap, cnf;, hly, afa, eae, LT, STa e STb. Por sua
vez, todos os 07 isolados de Salmonella spp. foram positivos para a presenca do gene invA.
Tabela 1. Frequéncias de isolamentos dos micro-organismos isolados a partir dos suabes
cloacais de jabutis-piranga (Geochelone carbonaria).
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Micro-organismos

Bactérias Y Bactérias %
Escherichia coli 67 |Staphylococcus cohnii subsp. cohnii 03
Klebsiella spp. 54 |Staphylococcus kloosii 03
Bacillus spp. 42 |Alcaligenes faecalis 02
Citrobacter spp. 33 |Corynebacterium durum 02
Staphylococcus spp. 29 |Enterobacter aerogenes 02
Klebsiella oxytoca 27 |Enterococcus faecium 02
Citrobacter freundii 20 |Proteus mirabilis 02
Aeromonas spp. 15 |Proteus vulgaris 02
Corynebacterium spp. 15 |Staphylococcus simulans 02
Klebsiella pneumoniae 15 |Edwardsiella hoshinae 01
Klebsiella ozaenae 12 |Enterobacter cloacae 01
Staphylococcus haemolyticus 11 |Staphylococcus capitis subsp. capitis 01
Corynebacterium striatum 10 |Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans 01
Citrobacter amalonaticus 09 |Staphylococcus lentus 01
Micrococcus spp. 09
Pseudomonas aeruginosa 08 Leveduras
Acinetobacter spp. 08 |Candida spp. 42
Enterococcus spp. 07 |Candida tropicalis 22
Salmonella spp. 07 |Candida krusei 10
Staphylococcus saprophyticus subsp. 07 |Rhodotorula spp. 09
saprophyticus
Streptococcus sp. 07 |Trichosporon spp. 09
Aeromonas caviae 06 |Candida lusitaniae 07
Aeromonas sobria 06 |Candida guilliermondi 03
Serratia marcescens 06 |Torulopsis spp. 02
Edwardsiella spp. 05 |Aureobasidium sp. 01
Enterococcus faecalis 05 |Geotrichum candidum 01
Acinetobacter haemolyticus 04
Acinetobacter Iwofii 04 Fungos filamentosos
Citrobacter koseri 04 |Rhizopus spp. 04
Edwardsiella tarda 04 \Mucor spp. 03
Proteus spp. 04 |Penicillium sp. 01
Aeromonas hydrophila 03
Corynebacterium xerosis 03
Enterobacter spp. 03

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A quantidade de répteis criados como pets em domicilios apresentou um aumento
significativo nos ultimos anos sendo que o risco de desenvolver infec¢des causadas por micro-
organismos transmitidos por estes animais também aumentou em igual propor¢ao (15).
Segundo diferentes autores, répteis criados em domicilios podem apresentar risco potencial de
transmissdo de diferentes micro-organismos (2, 16).

H4 uma escassez de estudos envolvendo o isolamento de bactérias e fungos de cloaca de
répteis, particularmente de jabutis-piranga. No presente estudo, uma grande diversidade de
géneros de bactérias (n=18) e fungos (n=9) foi isolada, todos também comumente
encontrados no trato intestinal de humanos e outros animais. Todas as espécies bacterianas
isoladas j4 foram descritas como agentes de infec¢des em répteis havendo poucos relatos em
jabutis (15, 16). Existem também relatos de isolamentos de alguns destes micro-organismos a
partir de microbiota de diferentes répteis, sendo escassas as informagdes em jabutis (17-19).

Répteis criados como pets sdao menos suscetiveis as doengas infecciosas quando o
proprietario adota medidas adequadas quanto ao manejo dos animais. Entretanto, os micro-
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organismos que compdem a microbiota podem se tornar patogénicos para seus hospedeiros
quando os mesmos encontram-se debilitados (20). No presente estudo, Pseudomonas spp.
(8%) e Aeromonas spp. (15%) foram os principais patégenos bacterianos isolados que
apresentam potencial risco para jabutis (2). Klebsiella spp. (54%), Citrobacter spp. (33%),
Staphylococcus spp. (29%), Corynebacterium spp. (15%), Streptococcus spp. (71%),
Edwardsiella spp. (5%), Proteus spp. (4%), Enterobacter spp. (3%) podem, sob determinadas
circunstancias, ser patogénicos para estes animais (2). Todos os micro-organismos isolados
também apresentam importancia para a satide humana, podendo estar associados a diferentes
sindromes clinicas (4), ressaltando-se assim a importancia da implementacdo de medidas
preventivas relacionadas ao contato com estes animais.

O micro-organismo mais frequentemente isolado foi Escherichia coli (67% das
amostras). Quando consideradas outras espécies de répteis, pode-se mencionar o estudo de
Meyer-Junior, Dias e Araujo (18) que isolaram Escherichia coli (66%) a partir de 15 suabes
de cloaca de tartarugas gigantes sul-americanas (Podocnemis expansa); também isolaram E.
coli (26%) a partir de 15 suabes de cloaca de muguas (Kinosternon scorpioides) mantidas em
cativeiro. No presente estudo, embora tenha sido elevada a ocorréncia de E. coli, deve-se
ressaltar que nenhuma das estirpes apresentou genes codificadores dos fatores de viruléncia
pesquisados (pap, iuc, cnfl, sfa, afa, hly, eae, LT, STa e STb) os quais estdo comumente
associados a doengas em humanos. Estes resultados apresentam importancia sob o ponto de
vista de saide publica, tendo em vista que, particularmente no que se refere a este micro-
organismo, pode-se concluir que sdo baixos os riscos relacionados ao convivio entre humanos
e estes pets que albergam E. coli. Na literatura pesquisada ndo foram encontradas referéncias
acerca de estudos de fatores de viruléncia de estirpes de Escherichia coli isoladas de jabutis
ou répteis em geral.

Um total de 7% de Salmonella spp. foram isoladas no presente estudo. Saelinger et al.
(21) examinaram suabes de cloaca de 94 tartarugas nao tendo isolado Salmonella spp. de
nenhuma das amostras. Strohl et al. (22), por sua vez, avaliaram fezes de 52 quelonios, dentre
os quais 03 Geochelone carbonaria, tendo verificado presenca de Salmonella spp. em 23%
das amostras, sendo que nas amostras oriundas de Geochelone carbonaria este micro-
organismo ndo foi isolado. Existe uma grande variabilidade de resultados quando se trata do
isolamento de Salmonella spp. a partir de diferentes espécies de répteis (21, 23, 24).
Salmonella spp. geralmente ndo causam infec¢des em répteis (20), mas constituem causa
importante de doengas no ser humano (25). No presente estudo, todos os isolados de
Salmonella apresentavam o gene invA, essencial para expressido da viruléncia (26). Trata-se
de um achado relevante no tocante a saide animal e humana considerando-se as propriedades
de viruléncia e importancia clinica do gene invA.

Relatos de fungos isolados da cloaca de répteis mantidos como pets sao escassos. As
informagdes disponiveis sdo limitadas a leveduras em animais doentes ou necropsiados ou
aquilo que possa ser extrapolado de animais selvagens (15). No presente estudo, fungos
(Ieveduriformes e/ou filamentosos) foram isolados a partir de 62% das amostras, sendo que
em nove (9%) delas havia mais de um género e/ou espécie de fungo. A ocorréncia do mesmo
género e/ou espécie de fungo em hospedeiros diferentes, como foi o caso de Candida
tropicalis isolada a partir de 22 jabutis, assim como a presenca de diferentes fungos em um
mesmo hospedeiro, sugere que os répteis possam atuar como animais carreadores de fungos
filamentosos e leveduras em suas cloacas.

Medidas simples sdo consideradas orientacdes bdsicas para a manutencdo de répteis
como pets. Os proprietarios destes animais devem atentar para as boas praticas de criacdo e
manejo para assim evitar ou reduzir o estresse que representa a principal condi¢do
predisponente para a ocorréncia de doencas. A maior parte das infeccdes em répteis é causada
por patégenos oportunistas que infectam animais imunossuprimidos. Por sua vez, os jabutis
criados como pets podem se transformar em fontes de infec¢cdo para humanos e vice-versa. O
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risco de transmissdao de micro-organismos entre animais ou entre o animal € o homem pode
ser minimizado quando implementadas as precaugdes necessdrias relativas a aspectos de
higiene. Deve-se considerar ainda que, a auséncia da aplicagdo de medidas de manejo
adequadas pode estar relacionada a oportunidade de transmissdo de micro-organismos que
apresentam genes codificadores de fatores de viruléncia.
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ROPIVACAINA ISOLADA OU ASSOCIADA A MORFINA, BUTORFANOL OU
TRAMADOL PELA VIA PERIDURAL EM CADELAS PARA REALIZACAO DE
OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA.

Verdnica Batista de Albuquerque
Talita Floering Bréda Souza

Maria Carolina Ribeiro Vivan
Joana Zafalon Ferreira

Marcelo Carnelli Frade*

Silvia Helena Venturolli Perri’
Valéria Nobre Leal de Souza Oliva®

1
2
2
3

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar a utilizacdo da ropivacaina isolada ou em
associacdo a diferentes opidides, na anestesia peridural de cadelas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva. Participaram do estudo, 32 cadelas sadias,
adultas, de diferentes ragas, com peso médio de 10,5kg, as quais foram pré-medicadas com
acepromazina (0,05mg/kg, IM) associada ao midazolam (0,2mg/kg, IM), distribuidas em
quatro grupos distintos: Grupo 1(n=8): ropivacaina: 0,3 mL/kg; Grupo 2(n=8): ropivacaina +
morfina (0,1 mg/kg); Grupo 3(n=8): ropivacaina + butorfanol (0,1 mg/kg); e Grupo 4(n=8):
ropivacaina + tramadol (0,5 mg/kg) administrados pela via peridural. Foram mensurados:
freqiiéncia cardiaca; freqiiéncia respiratoria; pressdo arterial sistOlica; temperatura retal;
pressdo parcial dos gases sangiiineos (arterial); pH sangiiineo; além da avaliacdo ndo-
paramétrica do grau de sedacdo, grau de sangramento e de relaxamento muscular seguindo
tabelas de escores. Os dados foram submetidos a ANOVA e comparados pelos testes de
Kruskal Wallis, Friedman, Dunn, Tukey e Qui-quadrado (p<0,05). Foram observadas
alteracdes cardiorrespiratdrias que ndo comprometeram os parametros fisiolégicos dos
animais, sendo que o grupo da ropivacaina associada ao butorfanol apresentou um bloqueio
mais cranial, o que permitiu a realizacdo de OSH sem necessidade de indu¢do em 75% dos
animais, sendo que 25% necessitaram de resgate anestésico. Concluiu-se que a utilizacdo da
ropivacaina isolada ou associada a morfina, ao butorfanol ou ao tramadol pela via peridural
ndo ocasionou depressdo cardiorrespiratdria significante, sendo que a ropivacaina associada
ao butorfanol permitiu a realizacdo de OSH em cadelas.

Palavras-chave: cadelas, opidides, ovariosalpingohisterectomia, eridural, opivacaina.
ROPIVACAINE SOLE OR ASSOCIATED WITH MORPHINE, BUTORPHANOL OR
TRAMADOL BY EPIDURAL INJECTED IN THE BITCHES FOR
OVARIOSALPINGOHISTERCTOMY ACCOMPLISHMENT.
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The aim of this study was to investigate the use of ropivacaine combined or not with different
opioids, for epidural anesthesia in bitches submitted to elective ovariosalpingohisterectomy
(OSH). Thirty two mixed-breed female dogs, adults were used with medium weigh of 10.5kg.
The animals were premedicated with acepromazine (0.05mg.kg”, IM) and midazolam
(0.2mg.kg™", IM) and allocated in four experimental groups: group 1(n=8): ropivacaine: 0.3
mL.kg"; group 2(n=8): ropivacaine + morphine (0.1 mg.kg"); group 3(n=8): ropivacaine +
butorphanol (0.1 mgkg'); and group 4(n=8): ropivacaine + tramadol (0.5 mg.kg'l)
administered epidurally. Heart and respiratory rate; systolic arterial pressure; rectal
temperature; arterial blood gas partial pressures; blood pH; sedation and muscular relaxation
degree were evaluated at different experimental moments. The data were submitted to
ANOVA and compared by Kruskal Wallis, Friedman, Dunn, Tukey and Chi-square test
(p=0.05). Minimum cardiorespiratory alterations were observed and the group of the
ropivacaine combined with the butorphanol (G3) presented a more cranial blockage, what
allowed the accomplishment of OSH without induction in six animals (75%) whereas most of
the others needed anesthetic rescue. The results allow us to conclude that the use of
ropivacaine sole or combinated with morphine, butorphanol or tramadol, for epidural
anesthesia, didn't promote significant cardiorrespiratory depression and the ropivacaine
associated to the butorphanol allowed the accomplishment of OSH in bitches.

Keywords: bitches, opioids, ovariosalpingohisterectomy, epidural, ropivacaine.

ROPIVACAINA AISLADA O ASOCIADA A LA MORFINA, BUTORFANOL O
TRAMADOL POR VIA PERIDURAL EN PERRAS PARA REALIZACION DE
OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo investigar la utilizaciéon de la ropivacaina aislada o
asociada a diferentes opidides para la anestesia peridural en perras sometidas a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) electiva. Participaron del estudio doble ciego, 32 perras
sanas, adultas, de diferentes razas, de entre seis y 15 kg que fueron premedicadas con
acepromacina (0,05mg/kg, IM) asociada a midazolam (0,2mg/kg, IM). Los animales fueron
distribuidos en cuatro grupos: Grupo 1: ropivacaina: 0,3 mL/kg; Grupo 2: ropivacaina +
morfina (0,1 mg/kg); Grupo 3: ropivacaina + butorfanol (0,1 mg/kg); y Grupo 4: ropivacaina
+ tramadol (0,5 mg/kg) administrados por via peridural. Fueron medidas: frecuencia cardiaca;
frecuencia respiratoria; tension arterial sistélica; temperatura rectal; tension parcial de gases
sanguineos (arterial); pH sanguineo; ademas de la evaluacion no-paramétrica del grado de
sedacion, grado de sangrado y de relajamiento muscular siguiendo tablas de puntuaciones.
Los datos fueron sometidos a ANOVA y comparados por medio de las pruebas de Kruskal-
Wallis, Friedman, Dunn, Tukey y Chi-cuadrado (p<0,05). Se concluy6 que la utilizacién de la
ropivacaina aislada o asociada a la morfina, al butorfanol o al tramadol por via peridural no
promovid depresion cardiorrespiratoria significativa y la ropivacaina asociada al butorfanol
permiti6 la realizacion de OSH en perras.

Palabras clave: perras, opioides, ovariosalpingohisterectomia, peridural, ropivacaina.
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INTRODUCAO

Alguns aspectos positivos podem ser considerados com o uso da anestesia peridural
lombo-sacra para realizacdo de ovariosalpingohisterectomia em cadelas, destacando-se
minimas alteragdes cardiorrespiratdrias, controle da dor pds-operatéria, além da redugdo do
estresse trans-operatorio (1). Uma opcdo mais recente para uso por essa via € a ropivacaina,
que é um andlogo da bupivacaina de poténcia anestésica semelhante, sendo, porém, menos
cardiotéxica e promovendo maior diferenciac@o entre os efeitos sensoriais e motores (2).

Nas técnicas de anestesia balanceada utilizam-se, com freqii€ncia, os farmacos opidides
associados aos anestésicos locais, seja no periodo pré ou trans-operatorio e pelas diversas vias
de aplicacdo, tendo como objetivo principal a analgesia, bem como a reducao do consumo do
anestésico e a promog¢ao de mais conforto aos pacientes (3). Ishy et al. (4) observaram a
extensao cranial do bloqueio anestésico chegando até T, ao associarem lidocaina e butorfanol
pela via peridural, o que permitiu a realizag@o de cirurgia de OSH em cadelas.

A morfina é um agonista mu (1) puro com acdo moderada sobre receptores delta (0) e
kappa (k). A dose recomendada é de 0,Img/kg pela via peridural em cdes (5, 6). E
amplamente utilizada na Medicina Veterindria em virtude de sua eficiéncia no tratamento das
dores que se manifestam apoés cirurgias de moderado e grande porte (7). Quando administrada
de forma preemptiva, contribui para minimizar a hiperglicemia e a liberagao de cortisol e de
catecolaminas em resposta a dor decorrente da OSH em cadelas (8).

O butorfanol é um agonista sintético dos receptores k e um fraco antagonista dos
receptores . Um estudo desenvolvido por Troncy et al. (9) constatou que o uso do butorfanol
(0,25mg/kg) por esta via em caes anestesiados com isofluorano, permitiu a redugdo da
concentracdo alveolar minima do agente inalante em 31%, além de promover prolongamento
do tempo de analgesia cutanea por aproximadamente trés horas ap6s final da anestesia com o
isofluorano.

O tramadol é um agente opidide atipico, cujo efeito analgésico deve-se a sua acao sobre
os receptores opidides, principalmente do tipo u, € a um mecanismo ndo-opidide,
provavelmente relacionado com a inibicdo neuronal da recaptacdo de noradrenalina ou
serotonina (10, 11). E praticamente desprovido de efeito deletério da funcdo cardiaca ou de
depressao respiratéria. No entanto, tal efeito pode ser observado com a utilizacdo de doses
elevadas (12). Campagnol et al. (13), ao associarem lidocaina ao tramadol pela via peridural
em cadelas verificaram que tal associacao ndo permitiu a realizacdo da OSH.

Sendo assim o presente trabalho objetivou investigar o uso da ropivacaina isolada ou em
associagdo a diferentes opidides, na anestesia peridural de cadelas a serem submetidas a OSH,
comparando-se o periodo de laténcia, de bloqueio sensitivo € motor, assim como avaliar os
efeitos cardiorrespiratérios das diferentes associagdes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no laboratério de cirurgia e anestesiologia experimental de uma
instituicao publica de ensino, utilizando-se 32 cadelas, adultas, de diferentes racas, com peso
médio de 10,5kg, pré-selecionadas para a realizagdo da OSH eletiva. Os animais pré-
selecionados foram submetidos a exame fisico completo, colheita de sangue para realizacao
de hemograma completo e para a sorologia para a Leishmaniose (por tratar-se de uma regiao
endémica para doenca) e, somente aqueles que nao apresentaram alteracdes nestes exames
foram incluidos no estudo.

Para a realizac@o do estudo, as cadelas foram mantidas em jejum alimentar de 12 horas
e hidrico de quatro horas e, em seguida, receberam como medicacdo pré-anestésica a
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associacdo de acepromazina (0,05mg/kg)’ + midazolam (0,2mg/kg)® pela via intramuscular,
além de um botdo anestésico com 0,5 mL de ropivacaina no local da injecdo peridural com o
proposito de dessensibilizar a regido . Decorridos 15 minutos, foi executada a pungdo
peridural na regido lombo-sacra (L; — S;) apds tricotomia e anti-sepsia da regido. Foi
introduzido um cateter 24 (para animais pesando de 6 a 10 kg) ou 22° (para animais com peso
de 10 a 15 kg) no espacgo intervertebral lombo-sacro até ultrapassar o ligamento amarelo e
atingir o espago peridural. Confirmava-se a localizacdo correta da agulha pela observacido da
aspiracdo de uma gota de solucdo de NaCl a 0,9% colocada previamente no canhdo da agulha.
A anestesia foi realizada sempre pelo mesmo anestesista a fim de ndo haver interferéncia nos
resultados.

Os animais foram alocados em quatro grupos experimentais, determinando-se a ordem
de participacdo por sorteio e de maneira duplamente encoberta, sendo: grupo 1 (n=8) -
ropivacaina'’ isolada (0,3mL/kg), grupo 2 (n=8) - ropivacaina + morfina'' (0,1mg/kg), grupo
3 (n=8) - ropivacaina + butorfanol (0,Img/kg) e grupo 4 (n=8) - ropivacaina + tramadol
(0,5mg/kg). Nos grupos 2, 3 e 4 a ropivacaina foi acrescentada ao opidide em volume tal que
resultasse em um volume final de 0,30 mL/kg em todos os grupos. Apds a aplicacdo da
anestesia peridural (realizada dentro de um periodo padronizado de um minuto), os animais
foram mantidos em dectbito esternal por 30 minutos (14, 15), a fim de que houvesse
distribuicao bilateral dos farmacos (6).

Na seqiiéncia, iniciou-se a cirurgia de OSH por laparotomia com ligadura
primeiramente do pediculo esquerdo e seqiiencialmente do direito com fio de nylon'* n° 2-0 e
por ultimo do coto uterino com fio de nylon 3-0. Ato continuo foi realizada a laparorrafia com
fio de nylon n° 3-0. As cirurgias foram realizadas sempre pela mesma equipe cirdrgica e
obedecendo a mesma técnica e com os animais em decubito dorsal e tiveram duracdo média
de 26,6 £ 2,9 minutos. Caso houvesse manifestacio de dor durante a cirurgia (elevagdo
significativa de FC e PAS) ou movimentagdo do animal frente ao estimulo doloroso, era
realizada a inducdo anestésica com tiopental sédico’” (6,5mg/kg) associado ao midazolam
(0,2mg/kg) para a manuten¢do do animal em plano anestésico cirdrgico. Neste estudo foi
considerado como elevacao significativa, valores de FC e PAS acima de 10% em relacdo a
mensuracao imediatamente anterior.

Foram considerados os seguintes momentos experimentais: Momento zero (Mp) —
animal sem anestesia; Momento 1 (M;) — 15 minutos apés MPA; Momento 2 (M;) —
subseqiientemente a inje¢ao peridural do(s) farmaco(s); Momento 3 (M3) — 30 minutos apds
peridural, Momento 4 (M4) — momento da ligadura do pediculo esquerdo, Momento 5 (Ms) —
momento de ligadura do pediculo direito, Momento 6 (Mg) — momento de ligadura do cérvix
uterino, Momento 7 (M7) — inicio de sutura da cavidade e Momento 8 (Mg) — final da sutura
de pele. Em cada momento foram avaliados a freqiiéncia cardiaca (FC) por meio da
auscultacdo cardiaca com auxilio de estetoscépi016; a freqiiéncia respiratdria (f) por meio de
auscultacdo pulmonar também com o uso de estetoscOpio ou pela observacdo da
movimentagdo tordcica pelos movimentos respiratorios; a temperatura retal (TR) mensurada
com termdmetro clinico digital'’; a pressdo arterial sistélica ndo-invasiva por “Doppler”

7 Acepran 1% - Univet S/A Ind. Veterindria — Sdo Paulo - SP.

% Dorrmire — Cristdlia prod. Quimicos e farmacéuticos Ltda.

? Cateter BD Insyte 24/22G - Becton, Dickinson Ind. Ciriirgicas Ltda. - Juiz de Fora - MG.
!0 Naropin 0,75% - Astra-Zeneca do Brasil Ltda.

"' Dimorf — Cristdlia Prod. Quimicos e Farmacéuticos Ltda.

12 Torbugesic — Fort Dodge Animal Health.

'3 Cloridrato de tramadol — Ratiopharm Mepha.

' Fio de sutura Brasuture suturas ciriirgicas Ltda, Sdo Sebastidio da Gama — SP.
'S Thiopentax 1,0g - Cristdlia Prod. Quimicos e Farmacéuticos Ltda.

'6 Littman — Lightweigt Il - USA

'7 Termdmetro clinico — RC5 BD — Sio Paulo — SP
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ultrasénico'®; a mensuracdo de gases sanguineos'’ (hemogasometria arterial), por meio de
amostras de sangue arterial colhidas a partir de punc¢do direta da artéria femoral com seringa
de gasometria® e agulha de insulina (0,45 x 13 mm).

Foi observado o periodo de laténcia desde a aplicacdo dos farmacos pela via peridural
até o relaxamento do esfincter anal observado pela auséncia de resposta ao toque de uma
agulha hipodérmica na regido; desaparecimento da dor superficial avaliado pelo pingamento
interdigital com pinga cocker revestida por um tubo de latex e fechada até o segundo dente da
cremalheira em ambos os membros; auséncia do tonus de cauda; auséncia de tonus postural.

Observou-se ainda, o periodo de duracdo do bloqueio, considerando o tempo decorrido
desde a completa auséncia de dor superficial até a recuperacdo completa do animal
(reposicionamento quadrupedal, sem ataxia).

Foi avaliado o grau de sedacdo utilizando-se tabela de escores segundo Pibarot et al.
(16). Realizou-se ainda, a avaliacdo do grau de sangramento e de relaxamento muscular
apresentado durante os momentos de ligadura dos pediculos e do coto uterino, analisado pelos
cirurgides, por meio de uma tabela de escores, sendo: 0: ruim - sem relaxamento
muscular/dificuldade para tracionar o pediculo/com bastante sangramento; 1: regular — pouco
relaxamento muscular/menos resisténcia para tracionar o pediculo/sangramento moderado; 2:
bom — bom relaxamento muscular/sem dificuldade para tracionar o pediculo, porém ndo
totalmente relaxado/pouco sangramento; 3: 6timo — excelente relaxamento muscular/pediculo
totalmente relaxado/pouquissimo sangramento.

Os dados obtidos foram tabulados pelo programa SAS (17) e analisados considerando-
se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Realizou-se andlise de variancia com medidas
repetidas para as varidveis que apresentaram distribuicdo normal. Para aquelas em que a
distribuicdo ndo foi normal usou-se o teste ndo paramétrico (para varidveis qualitativas
ordinais) de Kruskal Wallis. Este teste foi utilizado para comparar grupos em cada momento,
enquanto o teste de Friedman para comparar momentos em cada grupo. O teste de Qui-
quadrado ()?) verificou associacdes entre varidveis qualitativas e suas respostas nominais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Mesmo sob o efeito da MPA e tendo sido realizado um botdo anestésico com 0,5 mL de
ropivacaina no local da injecdo peridural, com o propdsito de dessensibilizar a regido, a
grande maioria dos animais demonstrou desconforto no momento da aplicacdo, sendo
necessdrias no minimo trés pessoas para conté-los. Tal fato deve ser levado em consideragcao
para a aplicacdo clinica da técnica que serd mais segura quando houver a disponibilidade de
vdrias pessoas no momento da aplicacdo peridural. Na falta desta possibilidade, recomenda-se
que o procedimento seja realizado sob anestesia geral.

Apos a aplicacdo da MPA ndo foram observadas alteragdes significativas da FC, sendo
esta mantida dentro dos valores considerados normais para a espécie. No grupo da
ropivacaina associada ao butorfanol, entretanto, foi evidenciada diminui¢cdo da FC 30 minutos
apos a realizagdo da anestesia peridural o que diferiu dos relatos de Ishy et al. (4); Maia (18),
que ndo observaram alteracdes importantes dessa varidvel ao utilizarem lidocaina e
ropivacaina, respectivamente, associadas ao butorfanol pela via peridural. Tal fato pode estar
relacionado a sedagdo adicional obtida nos animais deste grupo, devido, certamente, ao efeito
do butorfanol, que apresenta uma laténcia de 10-20 minutos por essa via e, certamente, ja
estaria agindo. Ja no grupo no qual o tramadol foi associado a ropivacaina, houve diminui¢ao
da FC no inicio do procedimento anestésico (M;) que perdurou até o momento seguinte (M3).

'8 Doppler veterinario DV 10 — Microehm Produtos Médicos — Ribeirdio Preto - SP
!9 Aparelho de gasometria Roche OMNI-C Produtos Roche Quimicos e Farmac8uticos SA. Sio Paulo - SP.
% Seringa de hemogasometria sem agulha — BD A-Line - Juiz de fora — MG.
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Esse efeito pode ser atribuido a MPA aplicada. A partir do inicio da cirurgia (M4) até o
momento final (Mg) os valores da FC aumentaram, provavelmente devido aos efeitos do
tiopental utilizado para indugdo a anestesia geral em 75% dos animais deste grupo. Tal fato
discorda das citagdes de Campagnol et al. (13) que ndo evidenciaram alteracdes dos
parametros cardiorespiratérios ao utilizarem tramadol associado a lidocaina pela via peridural
em cdes (tabela 1).

Tabela 1. Média (X) e erro padrio da média (EPM) da freqiiéncia cardiaca (FC), em
batimentos por minuto (bpm), de cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina
isolada (G1), ropivacaina associada a morfina (G2), ropivacaina associada ao butorfanol (G3)
e ropivacaina associada ao tramadol (G4).

X +
Momento G, G FC (x +EPM) G, Gy

MO 108 £ 11 aA 129 + 13 aA 120 £ 5 aAB 130 £ 12 aABC
M1 132+ 11 aA 123 + 8 aA 122 +7 aA 124 + 12 aABC
M2 115 +£20aA 108 + 12 aA 85+8aC 95 £8aC
M3 111 £ 12 aA 99 £ 9 aA 97 £5 aABC 111 £12 aBC
M4 126 £ 11 aA 128 + 17 aA 110 £ 7 aABC 151 £10 aA
M5 131 £7 aA 129 £ 17 aA 110 £ 13 aABC 141 £ 10 aAB
M6 121 +7 aA 120 £ 12 aA 81 +6 bC 141 £ 11 aAB
M7 138 + 10 aA 124 £ 13 abA 88+ 11bC 144 + 13 aAB
M8 133 £ 12 abA 137 £ 16 abA 89 +7bBC 146 + 13 aAB

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p <0,05).

No momento basal observou-se que os valores da f apresentavam-se elevados nos
quatro grupos estudados, sendo que alguns animais chegavam inclusive a apresentar-se
taquipneicos. Pode-se atribuir tal fato, ao estresse sofrido pelos pacientes, que muitas vezes
chegavam ao laboratério bastante agitados. Foi observada reducdo (mesmo que ndo
estatisticamente significativa) dos seus valores a partir do momento (M;) em todos os grupos
estudados, resultante, provavelmente, dos efeitos da MPA uma vez que os fenotiazinicos sao
capazes de alterar a freqiiéncia respiratdria por produzirem efeito calmante (19). Apesar da
reducdo da f os valores mantiveram-se dentro dos pardmetros considerados normais para a
espécie, sem causar alteracdes clinicas considerdveis. Segundo Valverde et al. (20); Day et al.
(21) os efeitos respiratorios da inje¢do peridural de morfina a 0,1mg/kg, isoladamente ou em
associacao com anestésicos locais parecem nao ter relevancia clinica (tabela 2).

Observou-se uma reducao da TR mesmo se mantendo a temperatura ambiente em torno
de 25°C, fazendo-se uso de colchdo térmico”' e da média de tempo do procedimento cirirgico
ter sido relativamente rdpida (26,6 £ 2,9 minutos). Tal diminuicdo ocorreu de maneira
gradual, comparando-se aos valores basais, a partir dos 30 minutos da peridural (M;) em
todos os grupos, tal fato possivelmente decorreu dos efeitos da acepromazina que
comprovadamente causa reducdo da temperatura corporal por depressdo do sistema
termorregulador do hipotdlamo e vasodilatagdo periférica (19, 22). J4 a anestesia peridural
pode influenciar na reducdo da temperatura corporal pela absorcao sistémica do anestésico e

?! Sistema de Normoterapia Gaymar — Processo Fapesp 2005/02134-8
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transferéncia central do anestésico via fluido cerebroespinhal, causando depressdo do centro
termorregulador ou promovendo bloqueio simpatico (23, 24), o que também pode ter
contribuido para os resultados obtidos neste estudo (tabela 3).

Tabela 2. Média (X) e erro padrao da média (EPM) freqiiéncia respiratéria (f), em
movimentos por minuto (mpm), de cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina
isolada (Gy), ropivacaina associada a morfina (G;), ropivacaina associada ao butorfanol (Gs) e
ropivacaina associada ao tramadol (Gy).

f(X £ EPM)
Momento G, G, Gs Gy
X + EPM Md X + EPM Md X + EPM Md X + EPM Md

MO 63+19 38 aA 76 £ 14 66 aA 80 +21 60 aA 61 £18 37 aA
Ml 32+5 30 aA 372 40 aAB 35+5 31 aAB 43 +£11 34 aAB
M2 19+2 18 aA 21+3 21 aBC 15+1 15 aABC 21+3 19 aBC
M3 18£2 18 aA 24 +8 18 aBC 141 14 aC 16 £1 17 aC
M4 23+3 21 aA 24 +4 21 aABC 16£2 15 aBC 26+4 22 aABC
M5 25+4 22 aA 203 17 aC 18+3 15 aABC 33+5 30 aA
M6 213 23 aA 18£2 16 aC 16£2 15 aBC 24 +3 22 aABC
M7 20£2 19 abA 181 18 aBC 152 13 aC 23+2 21 aABC
M8 20£2 20 aA 21+3 20 aABC 15+£2 13 aC 23+2 21 aABC

Medianas (Md) seguidas de mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Tabela 3. Média (X) e erro padrio da média (EPM) da temperatura retal (TR), em graus
Celsius (°C), de cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina isolada (G1),
ropivacaina associada a morfina (G2), ropivacaina associada ao butorfanol (G3) e ropivacaina
associada ao tramadol (G4).

TR ( £XEPM)
Momento G, G, G, G,
M, 38,7 £ 0,2aA 39,1 £0,2 aA 39,2+0,1 aA 39,0+ 0,2 aA
M, 38,7 £ 0,2aA 38,8 £ 0,3 aA 38,9 £ 0,1 aA 38,9+ 0,1 aA
M, 37,8 £ 0,1aB 37,5+ 0,3 aB 37,6 0,3 aB 37,9 +0,2 aB
M; 37,2 £ 0,1aC 37,1 £0,2 aBC 37,3+ 0,3 aB 37,5+ 0,2 aBC
M, 37,2 +0,1aBC 37,1 £0,3 aBC 37,2+ 0,3 aB 37,4 0,2 aCD
M; 37,2 +0,1aBC 37,0 £ 0,2 aBC 37,2+ 0,3 aB 37,3 +0,2aCD
Mg 37,2+ 0,1aC 36,8 £ 0,3 aC 37,2+ 0,4 aB 37,2+ 0,1 aCD
M; 37,0 £ 0,1aC 36,8 £ 0,2 aC 37,2+ 0,3 aB 37,1 £0,1 aD
Mg 37,0 £ 0,1aC 36,7 £ 0,2 aC 37,3+ 0,3 aB 37,1 £0,1 aD

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e maitdscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os valores da pressdo arterial sistdlica no momento basal (My) apresentaram-se
elevados o que pode ser parcialmente explicado em decorréncia da resiténcia dos animais a
contencdo fisica durante o exame pré-anestésico. Apds a MPA houve a reducao destes valores
certamente relacionado ao efeito da acepromazina que, por bloqueio dos receptores a-1-
adrenérgicos periféricos, pode causar reducdo dos valores da pressao arterial (19). Nos grupos
nos quais se utilizou a ropivacaina isolada ou associada a morfina ou ao tramadol foi
observada elevacdo significativa da PAS a partir do momento M4 nos G; e G4 e em Msno G,
devido, provavelmente, a sensacdo de dor apresentada pelos animais neste momento, onde foi
realizado o resgate anestésico, para que se pudesse prosseguir com o procedimento cirirgico.
Nos animais do grupo da ropivacaina associada ao butorfanol, apesar de existir diferenca
significativa entre alguns momentos do grupo, os valores da PAS mantiveram-se dentro da
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faixa de normalidade para a espécie, concordando com os achados de Maia (18) que, ao
utilizar butorfanol associado a ropivacaina pela via peridural, ndo observou alteracdes
cardiovasculares significativas. Neste grupo, provavelmente devido a progressao mais cranial
do bloqueio, 75% dos animais ndo apresentaram aumento da pressdo o que evidenciou o
maior bloqueio sensitivo do butorfanol (tabela 4).

Tabela 4. Média (X) e erro padrao da média (EPM) da pressdo arterial sistélica (PAS), em
milimetros de mercdrio (mmHg), de cadelas submetidas a anestesia peridural com
ropivacaina isolada (G;), ropivacaina associada a morfina (G;), ropivacaina associada ao
butorfanol (G3) e ropivacaina associada ao tramadol (Gy).

PAS (x = EPM)

Momento

G G, G; Gy
My 151 £ 13aABCD 135 £ 5aAB 150 £ 6aA 148 + 8aABCD
M, 118 £ 9aD 116 = 5aAB 121 £ 5aAB 120 £ 7aCD
M, 123 £ 6aD 111 = 7aB 103 + 5aC 113 £ 4aD
M3 132 £ 7aCD 114 £ 7aAB 114 £ 6aAB 119 £ 6aCD
My 176 £ 18aAB 119 =+ 7aAB 121 £ 4aAB 174 £ 15aA
M; 184 £ 15aA 144 = 16aA 126 = 5aB 172 + 16aAB
Ms 167 = 14aABC 132+ 13 aAB 120 £ 4aAB 154 = 11aABC
M; 155 =+ 12aABC 125+ 12 aAB 120 = 4aAB 149 + 12aABCD
Mg 145 + 13aBCD 116 £ 6 aAB 112 + 4aAB 133 £ 9aBCD

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Com relac@o a concentracdo de bicarbonato de sddio arterial (HCO3) observou-se um
aumento significativo (20,4 = 0,7 mmol/L) no momento final, em relacdo ao momento basal
(18,8 = 0,5 mmol/L) no grupo da ropivacaina associada a morfina, discordando dos achados
de Maia (18) que ndo encontrou alteracdo do bicarbonato arterial ao utilizar morfina associada
a ropivacaina pela via peridural. O pH arterial aumentou de maneira gradativa apenas no
grupo que recebeu ropivacaina isolada (7,342; 7,365 e 7,378), porém ndo ultrapassando os
valores considerados normais para a espécie, ndo chegando, portanto, a ocasionar distirbios
metabdlicos considerdveis. Ja Duke et al. (25) descreveram a ocorréncia de redu¢do do pH
arterial em relacdo ao momento basal, 150 minutos apds a inje¢do peridural de ropivacaina
0,5% em caes. Guedes et al. (26) também observaram diminuicdo significativa no pH ao
utilizarem tramadol na dose de 1,0mg/kg pela via peridural em caes.

Durante o procedimento os animais mantiveram-se em respiragdo espontinea, sem
suplementagcao de oxigé€nio. A pressdo parcial de diéxido de carbono arterial (PaCO,) nao
apresentou diferenca estatistica significante, entretanto seus valores encontraram-se
discretamente abaixo dos considerados normais para a espécie sem, contudo, repercussao
clinica relevante. Esses achados discordam de Troncy et al. (27) que encontraram aumento da
pressao parcial de diéxido de carbono arterial (PaCQO,) ao utilizarem morfina associada ou nao
a bupivacaina pela via peridural em cdes. Guedes et al. (26), entretanto, observaram um
aumento significativo dos valores da PaCO, no periodo trans-anestésico de cdes submetidos a
injecdo peridural de tramadol, o que difere dos resultados do presente estudo. Avaliando-se os
valores da pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO,) ndo foram encontradas alteracdes em
nenhum dos grupos estudados, discordando dos resultados de Ishy et al. (4) que observaram
discreta depressao respiratdria ao associar butorfanol a lidocaina pela via peridural. Os autores
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Torske e Dyson (28) mesmo ao detectarem depressdo respiratéria em decorréncia da
utilizacdo da morfina pela via peridural, a consideraram sem relevancia clinica. Guedes et al.
(26) ao utilizarem tramadol pela via peridural em caes anestesiados com halotano, nao
observaram alteracOes significativas das funcdes hemodinamica e respiratdria.

O periodo de laténcia foi de 3,9 £ 0,5; 3,3 £0,5; 3,6 £ 0,8 e 4,1 £ 0,7 minutos para os
grupo Gi, G, Gs e Gy, respectivamente, ndao apresentando diferenca estatistica entre si. Sendo,
todavia, significativamente inferiores aos descritos por Maia (18) que relatou uma laténcia de
6,1 £ 1,8 e 6,5 = 0,9 minutos para a ropivacaina associada a morfina e ao butorfanol,
respectivamente.

A associacdo da ropivacaina a morfina apresentou periodos de recuperacdo superiores
aos demais grupos provavelmente devido a sua natureza hidrofilica, propriedade pela qual sua
taxa de absorc¢do e distribuicdo sistémica seria reduzida, segundo citacdes de Day et al. (21).
A recuperacdo da dor superficial, recuperacdo do tonus postural normal e tempo de cirurgia
ndo apresentaram diferencgas significantes entre os quatro grupos estudados. Esses achados
corroboram com Lawhorn et al. (29) quando relatam que o butorfanol associado a
bupivacaina diminui a laténcia e aumenta a duracio da analgesia (tabela 5).

Tabela 5. Média (X) e erro padrio da média (EPM) dos periodos de laténcia e duracdo de
acdo, em minutos (min.), de cadelas submetidas a anestesia peridural com ropivacaina isolada
(G)), ropivacaina associada a morfina (G;), ropivacaina associada ao butorfanol (G3) e
ropivacaina associada ao tramadol (Gy).

Laténcia / Duragdo (X + EPM)

Variavel G G, G G,
Tonus de esfincter anal 1,0 £0,0a 1,6 £0,3a 1,4+0,3a 1,1£0,1a
319,8 £28,4ab 353,0+26,7a 230,3+15,7b 280,6 £27,7ab

Dor superficial 3,9+0,5a 3,3+0,5a 3,6 £0,8a 4,1+0,7a
p 375,8+54,8a 447.3+41,0a 308,5*+24,3a 353,4+43,1a

Tonus cauda 1,9+0,7a 1,5+0,2a 1,4 +£0,3a 1,4 +£0,2a
298,0+31,1ab 331,3£29,5a 222,1+12,5b 214,0%+21,8b

Tonus postural 3,4+ 0,8a 2,9+0,5a 2,8+ 0,4a 3,4+ 0,6a
p 360,8 +33,8a 404,5+31,0a 322,5+37,7a 278,6 £ 36,5a

Recuperacio da deambulacao

391,5+28,9ab 495,6+32,1a 370,8+24,7b 357,5+37,4b
normal

Meédias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A maioria dos animais apresentou grau de sedacdo avaliado como leve durante o
momento M; nos quatro grupos avaliados (100; 87,5; 100 e 75%, nos grupos G, Gz, Gz e Gy,
respectivamente). Esse efeito deve-se ao efeito da MPA administrada 15 minutos antes,
discordando, porém de Kojima et al. (30); Wagner et al. (31) que relatam seda¢do moderada
pelo efeito da acepromazina. Tal discordancia de resultados pode ser justificada pelo
temperamento e comportamento diferenciados dos animais, por serem de proprietarios
diferentes, e manifestarem medo e apreensdo durante a manipulacdo, além da subjetividade
que envolve este tipo de avaliacao.

No grupo no qual o butorfanol foi associado a ropivacaina, o efeito sedativo observado
desde o My ao momento final (moderado a profundo) deveu-se, provavelmente, ao efeito
sist€émico do opidide, da mesma maneira que Camann et al. (32), relataram a ocorréncia de
sonoléncia em 66% e 13% de mulheres submetidas a infusd@o de 2,0mg de butorfanol pelas
vias sist€émica e peridural, respectivamente. Um estudo realizado em gatos por Cassu e Luna
(33), comparando os efeitos da associacdo do tramadol (2,0mg/kg) ou do butorfanol
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(0,04mg/kg) a acepromazina (0,1mg/kg) resultou em um efeito sedativo mais intenso nos
animais tratados com butorfanol em relacdo ao tramadol, concordando com os achados do
presente estudo.

A partir do momento My, entretanto, todos os animais que integraram o grupo da
ropivacaina isolada ou associada a morfina ou ao tramadol necessitaram de resgate anestésico
para que se pudesse prosseguir com o procedimento cirdrgico, uma vez que manifestaram
sinais clinicos de dor como elevacdo da freqiiéncia cardiaca e pressao arterial (10, 34-36).
Dos animais do grupo do butorfanol, 75% ndo necessitaram de resgate anestésico
permanecendo, ainda assim, com grau de sedagdo predominantemente profundo em todos os
momentos que se seguiram a administracdo peridural. Esse achado pode estar relacionado a
progressao mais cranial do bloqueio neste grupo em relacdo aos demais. Maia (18), utilizando
butorfanol associado a ropivacaina por via peridural também observou seda¢do mais intensa
(60% moderada, 20% profunda e 20% leve aos 60 minutos da anestesia peridural) em relagao
a associacdo da ropivacaina a petidina ou a morfina em caes. Todos os animais deste grupo
(ropivacaina + butorfanol) apresentaram-se visivelmente tranqiiilos, sendo que a grande
maioria (75 %) apresentou rotacdo do globo ocular o que evidencia um grau profundo de
sedacao.

CONCLUSOES

Concluiu-se que o periodo de laténcia da ropivacaina ndo sofre interferéncias da
associacdo aos opidides estudados. A duracdo dos bloqueios sensitivo € motor foi maior no
grupo da ropivacaina associada a morfina do que nos demais e a associacao da ropivacaina ao
butorfanol pela via peridural em cadelas permitiu a realizacdo de cirurgias de
ovariosalpingohisterectomia em 75% dos animais, com sedagdo pronunciada e sem
necessidade de indugdo a anestesia geral intravenosa.

Agradecimento a Capes pela bolsa concedida ao Pesquisador.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia de bovinos leiteiros soropositivos para
Neospora caninum e a associacdo com alteragdes reprodutivas. Para isso, foram obtidos soros
de 94 fémeas bovinas de 19 propriedades localizadas na Mesorregiao do Sudoeste do Parana e
coletados dados referentes a eficiéncia reprodutiva. Empregou-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum e utilizaram-se os
testes Qui-quadrado e Exato de Fisher para andlise dos resultados. Detectou-se que a
soroprevaléncia de N. caninum foi de 24%, com 23 animais positivos. Os titulos de anticorpos
variaram entre 25 e 400. Dentre os animais positivos, 61% apresentavam problemas
reprodutivos. O principal problema reprodutivo apresentado pelas fémeas bovinas
soropositivas foi o retorno ao cio, seguido de abortamento, demonstrando que a neosporose
bovina tem implicacdes sobre os pardmetros reprodutivos em bovinos leiteiros com grande
impacto econdmico sobre a criacao.

Palavras-chave: Neospora caninum, bovino, abortamento, repeticdo de cio, investigacdo
diagnéstica.

SEROLOGICAL EVALUATION FOR Neospora caninum IN FARMS WITH DAIRY
CATTLE SHOWING REPRODUCTIVE ALTERATIONS

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the frequency of dairy cattle seropositive to Neospora
caninum and investigates their association with the reproductive problems. Serum samples
were obtained from 94 cows from 19 farms located in the middle region of the Southwest of
Parand and data were collected regarding the reproductive efficiency. Indirect
immunofluorescence reaction for the detection of N. caninum were applied and used the chi-
square and Fisher exact test to analyze the results. Of the total samples, it was obtained a
prevalence of 24%, with 23 positive animals. The antibody titers ranged from 25 to 400.
Among the positive animals, 61% had reproductive problems. The main reproductive problem
presented by the female bovine positive was the return to estrus, followed by abortion,
showing that the bovine neosporosis has implications for the reproductive parameters in dairy
cattle with great economic impact on the creation.

Keywords: Neospora caninum, bovine, abortion, return to estrus, diagnostic investigation.
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EVALUACION SEROLOGICA DE Neospora caninum EN PROPIEDADES DE
BOVINOS LECHEROS CON ALTERACIONES REPRODUCTIVAS

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la frecuencia de bovinos lecheros seropositivos a
Neospora caninum y su asociacién con alteraciones reproductivas. Para esto, fueron obtenidos
sueros de 94 hembras bovinas de 19 propiedades de la region del suroeste Paranaense y
fueron colectados datos referentes a su eficiencia reproductiva. Fue utilizada
imunofluorescencia indirecta para la identificacion de anticuerpos anti-N. caninum y para el
andlisis de los resultados, las pruebas de Chi-cuadrado de Fisher. Se detecté una
seroprevalencia de 24% para N. caninum, con 23 animales positivos. Los titulos de
anticuerpos variaron entre 25 y 400. Entre los animales positivos, 61% presentaron problemas
reproductivos. El principal problema reproductivo presentado por las hembras bovinas
seropositivas fue el retorno al celo, seguido de aborto, lo que demuestra que la neosporosis
bovina afecta los pardmetros reproductivos en los bovinos lecheros con gran impacto
econdémico sobre la crianza.

Palabras claves: Neospora caninum, bovino, aborto, repeticion de celo, diagndstico.
INTRODUCAO

A neosporose bovina é uma enfermidade amplamente disseminada pelo mundo e que
tem sido associada a casos de abortamento esporadico, endémico e epidémico em bovinos,
causando perdas econdmicas considerdveis (1, 2). Nao ha estudos estimando as reais perdas
da pecudria bovina leiteira sobre os danos agregados a neosporose. O impacto econdémico
depende, além do valor dos fetos abortados, dos custos indiretos com assisténcia veterinaria e
testes diagnésticos, aumento do tempo de lactacdo e do intervalo entre partos, queda na
producdo de leite e descarte de animais (3, 4).

A transmissdo vertical € a principal forma de disseminacdo de N. caninum em bovinos e
o abortamento € o sinal clinico mais evidente. Porém, a patogenia desta enfermidade nos
bovinos é complexa e ainda ndo € totalmente esclarecida uma vez que alguns animais tém
abortamento e outros ndo (1). Nos animais infectados naturalmente, a imunidade adquirida
contra a infeccdo antes da gestacdo ndo € suficiente para prevenir a transmissao
transplacentdria de N. caninum para o feto. Varios estudos usando testes soroldgicos
demonstraram que fémeas soropositivas abortam mais do que as fémeas soronegativas (3, 4).
De grande importancia epidemioldgica sdo as fémeas infectadas verticalmente, pois estas
possuem um risco maior de apresentar abortamento comparado aquelas nascidas de maes
soronegativas, mantendo o agente no rebanho por geragdes (5).

Dentre os métodos diagndsticos que tém sido empregados para deteccdo da infecg¢do por
N. caninum, estao os testes soroldgicos que t€m contribuido para prover informagdes sobre a
epidemiologia da neosporose bovina. No Brasil, foi relatada uma relacdo entre a presenca de
anticorpos contra N. caninum e o histérico de abortamento no Estado de Pernambuco (6) e no
Noroeste do Estado do Parand (7). Entretanto, Ogawa et al. (8) ndo observaram nenhuma
associacdo entre soropositividade e abortamentos em rebanhos leiteiros oriundos também da
regido Noroeste do Parand. Diante do exposto, verifica-se a importancia de mais estudos
epidemiolégicos que permitam conhecer melhor a patogenia da neosporose bovina,
principalmente suas implicagdes na performance reprodutiva de bovinos leiteiros. O objetivo
deste estudo foi avaliar a soroprevaléncia de anticorpos para N. caninum e verificar a
associacdo desta enfermidade com pardmetros reprodutivos em fémeas bovinas.
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MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto a novembro de 2010 foram amostradas aleatoriamente dezenove
propriedades leiteiras, com sistema semi-intensivo, situadas no Municipio de Vere,
Mesorregido do Sudoeste do Parand, Brasil para coleta de amostras de sangue e pesquisa de
anticorpos anti-N. caninum. Em cada propriedade foram coletadas amostras de sangue de 10%
das vacas em producdo. Os animais foram amostrados ao acaso, totalizando 94 fémeas
bovinas da raga holandesa, girolanda ou jersey. As amostras foram centrifugadas a 1650g por
10 minutos, congeladas a - 20°C e em seguida foram encaminhadas para o Laboratério do
Nicleo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) do Departamento de Higiene Veterindria e
Satde Publica da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, Sido Paulo. Empregou-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de anticorpos anti- N. caninum, segundo
Dittrich (9). A cepa NC-1 de N. caninum mantida in vitro foi usada como antigeno. O
conjugado usado foi um anti-IgG bovino e o ponto de corte utilizado foi a dilui¢ao 1:25. Para
a titulagdo, foram realizadas dilui¢des em dobro: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. Nos casos
de ocorréncia de reacdo na ultima dilui¢do testada, as amostras foram submetidas a novas
diluicdes, para obtencdo do titulo final. Os resultados foram analisados pelo teste de Qui-
quadrado e o teste Exato de Fisher.

As propriedades utilizavam o sistema de monta natural como forma de reproducdo e,
segundo os proprietdrios, mantinham programa de vacinagao contra leptospirose, rinotraqueite
infecciosa bovina, diarreia viral bovina e brucelose. Em cada propriedade foi aplicado um
questiondrio para obter informacdes sobre parametros reprodutivos dos animais avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anticorpos contra N. caninum foram encontrados em 24% das fémeas bovinas,
pertencentes a treze das dezenove propriedades estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta, frequéncia relativa e intervalo de confianca dos resultados da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum em soros de bovinos.

Intervalo de

RIFI Frequéncia absoluta Frequéncia relativa Confianca 95%
Negativos 71 75,50 65,50 — 83,80
Positivos 23 24,50 16,20 — 34,40
Total 94 100,00 -

Nesse estudo, utilizou-se a RIFI para detectar a presenca de anticorpos para N.
caninum em bovinos, pois estudos epidemioldgicos em diversos hospedeiros tém
demonstrado que este teste apresenta uma alta sensibilidade para N. caninum e uma baixa
ocorréncia de reacdo cruzada entre N. caninum e Toxoplasma gondii (10, 11). Os titulos de
anticorpos variaram entre 25 e 400 (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia absoluta, frequéncia relativa e intervalo de confianca dos resultados da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), segundo o titulo, para detec¢dao de anticorpos
anti-Neospora caninum em soros de bovinos.

Titulos de Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianca
anticorpos absoluta relativa 95%
Negativos 71 75,5 65,5 — 83,8

25 6 6,4 24-134

50 10 10,6 5,2-18,7

100 4 4,3 1,2-10,5

200 2 2,1 0,3-7,5

400 1 1,1 0,0-5,8

Total 94 100,0 -

Estes resultados corroboram com os encontrados por Camillo et al. (12) que
constataram uma prevaléncia de 24% de neosporose bovina na Mesorregido do Sudoeste
Paranaense, isto €, na mesma regido onde se realizou este estudo.

Entretanto, resultados de outros dois estudos realizados, também no Estado do Parana,
divergem dos reportados aqui. Em um desses estudos, Santos et al. (7) constataram uma
prevaléncia bem menor de fémeas infectadas (14%). Os autores utilizaram a RIFI para
deteccao de anticorpos contra N. caninum, porém estipularam um ponto de corte > 200. No
segundo estudo, Marques et al. (13) observaram que 15% das fémeas bovinas de corte
estudadas eram soropositivas para N. caninum, mas a deteccdo dos anticorpos foi feita por
outra técnica soroldgica, o teste ELISA.

Outro fator importante que deve ser considerado na anélise dos estudos de prevaléncia
da neosporose bovina € que existem evidéncias de que essa enfermidade € mais prevalente
nos bovinos leiteiros do que nos bovinos de corte (14). Isso justifica a maior prevaléncia da
neosporose bovina encontrada neste estudo quando comparada com a prevaléncia obtida por
Marques et al. (13). Portanto, para a avaliagdo de estudos sobre a soroprevaléncia de N.
caninum deve-se ter cautela, levando em consideracdo a raca, o teste sorolégico empregado e
o ponto de corte usado para se estimar a prevaléncia da neosporose bovina.

Alteragdes reprodutivas foram observadas nos animais soropositivos para N. caninum
(Tabela 3). As principais alteragdes foram retorno ao cio (Tabela 4) e abortamento (Tabela 5).

Tabela 3. Associagdo entre os resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de problemas

reprodutivos.
Ocorréncia de problemas reprodutivos Negativo Positivo Total
N % N % N %
Nao 59 952 3 48 62 66,7
Sim 12 38,7 19 61,3 31 33,3
Total 71 76,3 22 2377 93 1000

N= Numero; %=Porcentagem

Alteragdes reprodutivas tém sido associadas a neosporose bovina em vdrios estudos. O
abortamento é considerado o principal sinal clinico desta enfermidade, mas morte embriondria
e mumificacdo fetal também foram reportadas (15, 16). O abortamento é definido como a
interrup¢do da gestacdo durante o periodo fetal, que se inicia apds 42 dias de gestacdo e se
encerra no término da gestacdo dos bovinos. Antecedendo este periodo, ocorre o periodo
embriondrio que se inicia na concepg¢do e termina nos estdgios finais da diferenciacdo sexual,
por volta de 42 dias na espécie bovina (5). A morte que ocorre no periodo embrionario
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ocasiona a regressao funcional e estrutural do corpo liteo. Esse evento fisiol6gico determina o
inicio de um novo ciclo estral, e o animal manifesta o cio novamente (17).

Tabela 4. Associagdo entre os resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de retorno ao
cio.

Repeticdo de cio Negativo Positivo Total
N % N % N %
Nio 64 91,4 6 8,6 70 75,3
Sim 7 30,4 16 69,6 23 24,7
Total 71 76,3 22 23,7 93 100

N= Numero; %=Porcentagem

Tabela 5. Associagdo entre os resultados da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de
abortamentos.

Ocorréncia de abortamento Negativos Positivos Total

N % N % N %
Nio 66 80,5 16 19,5 82 88,2
Sim 5 45,5 6 54,5 11 11,8
Total 71 76,3 22 23,7 93 100

N= Numero; %=Porcentagem

De acordo com os resultados obtidos neste estudo estdo Andreotti et al. (16) que
concluiram que h4d uma significante correlacio entre ndo-concep¢do e a presenca de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos. Macaldowie et al. (18) relataram que N. caninum
pode ser responsdvel pela morte embriondria na fase inicial da gestacdo, causando um
aumento do indice de retorno ao cio nos animais. Além disso, Kamga-Waladjo et al. (2)
verificaram que vacas infectadas por N. caninum requerem um nimero maior de inseminagdes
para conceberem do que as soronegativas, indicando que a morte embriondria pode ocorrer
em fémeas bovinas infectadas por N. caninum.

Neste estudo, constatou-se também uma associacao entre soropositividade e o histérico
de abortamento. Dentre as seis fémeas soropositivas que apresentaram abortamento, quatro
delas apresentaram no primeiro trimestre de gestacdo e outras duas, no segundo trimestre.
Lopez-Gatius, Pabon e Almeria (5) relataram que a probabilidade de ocorrer o abortamento
em fémeas soropositivas € 19% maior em relacio aquelas soronegativas, contudo, verificaram
que o abortamento ocorreu principalmente no segundo trimestre de gestagao.

Semelhante ao que ocorre com Toxoplasma gondii, a chance de ocorrer a transmissao de
N. caninum para o feto aumenta com o tempo da gestacdo, mas N. caninum pode também ser
responsavel pela morte fetal no inicio da gestacdo resultando em problemas de fertilidade e
retorno ao cio nas fémeas bovinas (19). No primeiro trimestre da gestagdao o feto bovino é
incapaz de responder imunologicamente contra N. caninum € por esta razao ele é vulneravel a
infec¢do pelo parasita e sua sobrevivéncia pode tornar improvavel (20), o que justifica o
retorno ao cio e o abortamento observado nas quatros fémeas bovinas estudadas.

Em torno de 100-150 dias, o feto comeca a tornar capaz de reconhecer antigenos e
produzir uma resposta imunoldgica contra N. caninum, no entanto, esta resposta pode ndo ser
efetiva contra o parasita e o feto pode morrer durante a infec¢ao, resultando em abortamento
neste periodo, como verificado nas duas fémeas analisadas. Somente no terceiro trimestre da
gestacdo o feto é capaz de produzir uma resposta efetiva contra o parasita. Desta forma, a
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maioria das transmissdes neste periodo resulta no nascimento de bezerros clinicamente sadios,
mas persistentemente infectados (19).

Outro fator importante que pode ter contribuido para o maior nimero de abortamentos
no primeiro trimestre observado neste estudo é que durante o primeiro trimestre de gestacao, a
fémea bovina produz baixos niveis de progesterona. Altos niveis de progesterona sao
detectados apds 150 dias de gestacdo e estdo relacionados a indug¢do de uma resposta imune
Th2 com produg¢do de citocinas, como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e
interleucina-10 (IL-10) que garantem o desenvolvimento do feto e a manutencao da gestagcdo
(19, 20).

Conclui-se que a neosporose bovina pode ter implicagdes negativas sobre os parametros
reprodutivos de bovinos leiteiros causando retorno ao cio e abortamento, principalmente no
primeiro trimestre da gestacdo. Porém, € necessario realizar uma triagem soroldgica nas
propriedades avaliadas para as outras enfermidades como leptospirose, rinotraqueite
infecciosa bovina, diarreia viral bovina e brucelose, pois estas também causam alteracoes
reprodutivas em bovinos, para que se possa inferir corretamente sobre a participacdo de N.
caninum em alteracdes reprodutivas da populagdo estudada.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aceitabilidade de uma formulagdo de iogurte de leite de
ovelha adicionado com alecrim (Rosmarinus officinalis 1.). Foram aplicados 162
questiondrios com perguntas sobre hédbito de consumo e caracteristicas do produto. A
avaliacdo foi realizada com 200 provadores e os valores dos indices de aceitabilidade foram
superiores a 70%. A andlise de fatores, processada com o método de componentes principais,
conseguiu reter, em cinco fatores, 66,1% da variancia contida na varidveis originais e apds
rotagdo dos fatores pelo método varimax permitiu identificar associacdo entre sabor, hdbito de
consumo, preco e caracteristicas de valor nutricional do iogurte.

Palavras-chave: produtos lacteos, fermentacdo ldtica, pequenos ruminantes, andlise de
fatores

ACCEPTABILITY OF YOUGURT OF SHEEP’S MILK WITH ADDITION OF
ROSEMARY (Rosmarinus officinalis L.)

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the acceptability of a formulation of sheep's milk yogurt
with addition of rosemary (Rosmarinus officinalis L.). Was applied 162 questionnaires with
questions about consumer habits and product characteristics. The evaluation was conducted
with 200 panelists and acceptability index values were above 70%. Factor analysis, processed
with the method of principal components, managed to hold on five factors, 66.1% of the
variance contained in the original variables and after rotation the factors by the Varimax
method allowed to identify associations between taste, consumption habits, price and
nutritional characteristics of yogurt.

Keywords: dairy products, lactic fermentation, small ruminants, factor analysis

ACEPTABILIDAD DE YOGUR DE LECHE DE OVEJA CON ADICION DE
ROMERO (Rosmarinus officinalis L.)

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la aceptabilidad de una formulacion de yogur de leche
de oveja con adicién de romero (Rosmarinus officinalis L.). Se aplicaron 162 cuestionarios
con preguntas acerca de los habitos de consumo y caracteristicas del producto. La evaluacion
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se llevé a cabo con 200 entrevistados y los valores de indice de aceptabilidad estuvieron por
encima del 70%. El andlisis factorial, procesado con el método de componentes principales,
logré mantener el 66,1% de la varianza contenida en las variables originales en cinco factores
y, después de la rotacion de los factores por el método varimax, permitié identificar
asociaciones entre los hdbitos de consumo, sabor, precio y valor nutricional de yogur.

Palabras clave: productos l4cteos, fermentacion 4cido lactica, pequefios rumiantes, andlisis
factorial

INTRODUCAO

Racas de ovelha como Wilermach, Lacaune e Bergamadcia, ja existentes na Babhia,
poderdo ser também utilizadas em outros estados para a produgdo de leite, conforme realizado
na Australia, Nova Zelandia, Franca, Espanha, Portugal, e Italia (1).

O leite de ovelha apresenta caracteristicas inigualdveis para a elaboracdo de queijos
finos e iogurtes, pois € mais rico do que o leite das demais espécies em quase todos os seus
componentes. O leite de ovelha possui mais que o dobro do teor de gordura dos leites de vaca
e cabra (2).

O iogurte € um derivado lacteo obtido pela fermentacdo produzida por culturas
simbidticas de Lactobacillus delbriieckii, subsp. Bulgaricus e Streptococcus thermophilus. De
forma geral os leites fermentados apresentam agdo antagénica sobre grande nimero de
bactérias patogénicas, sdo recomendados em vdrias doencgas digestivas e ajudam na reposi¢ao
da flora intestinal apds uso prolongado de antibidticos (3).

Nas ultimas décadas as doencas cardiovasculares (DCV) passaram a ser a principal
causa de morbimortalidade nos paises desenvolvidos e cada vez sdo mais crescentes nos
paises em desenvolvimento (4). Neste contexto, antioxidantes derivados de alimentos como
vitaminas e compostos fendlicos tém recebido crescente atencdo devido a sua funcdo
quimiopreventiva contra danos oxidativos. O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) apresenta
propriedades antioxidantes atribuidas a uma variedade de isoprendides, quinonas e diterpenos
fendlicos, além de antioxidantes adicionais incluindo acidos fendlicos e os flavondides,
capazes de prevenir a oxidac¢do do colesterol e de dcidos graxos insaturados (5). Uma forma
de consumo de alecrim é como tempero em alimentos.

Para se colocar um novo produto no mercado € necessario conhecer a aceitacdo do
produto base pelos consumidores que pode ser avaliada pela aplicacdo de questiondrios, com
perguntas sobre o perfil do consumidor e as caracteristicas do produto (6).

A analise de fatores € uma técnica de anélise multivariada que transforma um conjunto
de varidveis num conjunto menor de varidveis independentes, com o propdsito de definir a
estrutura subjacente que possa existir em um conjunto de dados, identificando a estrutura das
inter-relagdes entre um grande nimero de varidveis, definindo dimensdes latentes comuns que
sd0 denominados fatores. Esses podem ser interpretados e compreendidos e permitem
representar os dados em um niimero menor que as varidveis individuais originais (7). Varios
sdo os métodos de extracdo de fatores e um dos mais utilizados € o método de componentes
principais. Neste estudo a andlise de fatores foi utilizada como exploratéria.

A aceitabilidade de um produto foi definida como o grau de aceitagdo de um produto
por um individuo ou populacdo em termos de propriedades sensoriais (8).

A formulagdo de iogurte de leite de ovelha avaliado neste trabalho, além de nutrir, pode
melhorar o funcionamento do organismo e ajudar a prevenir disfun¢des ou doengas, por
apresentar adicdo de um alimento funcional como o alecrim.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aceitabilidade e os indices de aprovacio,
indiferenca e rejeicdo de uma formulagdo de iogurte de leite de ovelha da raga Bergamacia,
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adicionado de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) por andlise de fatores aplicada aos
resultados de uma pesquisa de consumo de iogurte.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado leite de ovelha da raca Bergamaécia, coletados na drea de producgdo de
ovinos da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Producdo Edgirdia da FMVZ, Campus de
Botucatu—SP. Os demais materiais utilizados foram adquiridos no mercado local. Foi
aplicado um questiondrio a 162 pessoas, alunos do curso de Veterindria, Zootecnia,
Engenharia Florestal e Nutricio da UNESP (Botucatu). Esse questiondrio solicitou
informacdes de nome, idade, sexo, hdbito de consumo (uma vez ao dia;, mais de uma vez ao
dia; uma vez por semana, mais de uma vez por semana, uma vez a cada 15 dias; mais e uma
vez a cada 15 dias e eventualmente ou nunca) e caracteristicas do produto, com as opcdes de
concordo, nem concordo, nem discordo e discordo, em referéncia as seguintes frases: o
iogurte ¢ um alimento saudavel; o iogurte ¢ um alimento nutricionalmente completo; prefiro
iogurte light; o iogurte tem muita quimica; o iogurte € caro; prefiro sucos; consumo
preferencialmente no café da manha; consumo preferencialmente como lanche; o iogurte tem
lactose; o iogurte € um produto fermentado.

Para a andlise dos resultados da pesquisa de consumo, com o objetivo de verificar a
existéncia, ou nao de relagdo significativa da opinido quanto ao consumo de iogurte em
relacdo ao sexo, idade e hdbito de consumo dos respondentes foi utilizado inicialmente o teste
de Qui-quadrado (%) (9). Nas situa¢des nas quais as freqiiéncias esperadas foram menores
que 2 ou quando mais de 10% destas foram menores que 5, o valor da estatistica para o teste
de y* foi obtido mediante simulacdo de Monte Carlo (10). Para a realizacio desse teste foram
considerados como significativos resultados com p-valor <0,05.

Uma vez encontrados resultados significativos para o teste de y* foi procedido um teste
de residuos padronizados de X2 com o intuito de determinar a importancia probabilistica de
cada uma das relagdes existentes, nesse sentido, é possivel identificar quais das relacdes na
tabela de contigéncia contribuiram individualmente para o resultado dessa estatistica (11).

Em complemento, respeitando a estrutra de dependéncia contida nas varidveis originais,
foi realizada a andlise fatorial em que os fatores foram extraidos pelo método de componentes
principais (7), rotacionados pelo método VARIMAX, com o objetivo de investigar a estrutura
das inter-relacdes existentes entre as varidveis em estudo. Foram consideradas relevantes
aquelas varidveis com cargas fatoriais acima de 0,45. Uma vez que as suposi¢des para a
aplicacdo da andlise fatorial foram atendidas, KMO igual a 0,551 e Teste de Esferecidade de
Bartlett com p-valor < 0,01, foi procedida a andlise fatorial. O nimero de fatores extraidos foi
definido pelo critério da porcentagem da variancia explicada. Assim foi estabelecida uma
solucdo capaz de explicar pelo menos 60% da variancia contida nas varidveis originais. As
andlises estatisticas foram realizadas com o software SAS System for Windows 9.0.

Na caracterizacdo do leite de ovelha foram consideradas: determinagdao de pH,
densidade (15°C), extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD) e composi¢ao
centesimal (umidade, proteina, gordura, cinzas e carboidratos) (12). Os carboidratos foram
calculados por diferenga. Os resultados apresentados sdo médias de trés determinagdes.

Para a elaboragdo do iogurte foram utilizados 11 litros de leite de ovelha da raca
Bergamacia, coletados na drea de producdo de ovinos da fazenda de ensino, pesquisa e
producdo Edgiardia da FMVZ, Campus de Botucatu—SP. O leite foi pasteurizado
artesanalmente a 65 C por 30 minutos, resfriado a 42°C e inoculado com 400mg/ litro de
culturas laticas BioRich (CHR HANSEN). A seguir foi incubado em estufa (Medicate) com
controle de temperatura a 45°C durante 4 horas e resfriado em geladeira a 4°C por 48 horas,
adicionado de 2 quilos (18% p/v) de aguicar e 80g (0,7% p/v) de alecrim finamente picado e
homogeneizado em processador (Walita de 600W) 5 minutos.
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Na anélise sensorial do iogurte de leite de ovelha foi realizado Teste de aceitabilidade e
calculados os indices de aprovagdo, rejeicao e indiferenca (13). O teste de aceitabilidade foi
realizado na FCA da UNESP de Botucatu-SP, com painel de 200 provadores, alunos da
Faculdade de Zootecnia da UNESP, Campus Botucatu. Amostras de 40 ml de iogurte de leite
de ovelha adicionadas de alecrim a 4 C foram oferecidas em copo descartdvel e avaliadas
quanto a aparéncia, aroma, textura, sabor e forma global por meio de escalas hedonicas de
nove pontos (9 = gostei muitissimo, 5 = ndo gostei nem desgostei e 1 = desgostei muitissimo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados do questiondrio da pesquisa de consumo e do teste
Qui-quadrado (XZ).
Tabela 1. Resultados do questiondrio e do teste Qui-quadrado ().

Idade Sexo Habito de
Pergunta Resposta N %0 consumo
P p p

(0] iogurte é alimento Cogcordo 106 65,4

fermentado Indiferente 44 27,2 0,7812* 0,4926 0,2152*
Discordo 12 7.4
Concordo 118 72,8

O iogurte tem lactose Indiferente 35 21,6 0,3745%* 0,2041* 0,1219%*
Discordo 9 5,6

C f il Concordo 58 35,8

c:rlrllf)ullzllr?che preferencialmente 7, jiferente 48 596 0,0895% 03258  0,5505*
Discordo 56 34,6

C f il Concordo 58 36,0

Ca‘;gsgflrzaﬁfa erenclalmente N0 —r yiferente 30 187  02135% 07783  0,2780*
Discordo 73 45,3
Concordo 76 46,9

Prefiro sucos Indiferente 52 32,1 0,4300%* 0,1408 0,0260*
Discordo 34 21,0
Concordo 50 30,9

O iogurte é caro Indiferente 53 32,7 0,5378* 0,7043 0,3440%*
Discordo 59 36,4
Concordo 29 17,9

O iogurte tem muita quimica Indiferente 74 45,7 0,2394* 0,4056 0,4208*
Discordo 59 36,4
Concordo 24 14,9

Prefiro iogurte light Indiferente 25 15,5 0,0943* 0,0027* 0,0021%*
Discordo 112 69,6

. ., . Concordo 141 87,0

O logurte ¢ um alimento —y e oo 19 11,7 05756* 03105%  0,3158*

saudavel -
Discordo 2 1,3

O iogurte ¢ um alimento COI'ICOI'dO 22 13,6

nutricionalmente completo Indiferente 88 54,3 0,5327* 0,9513 0,8039*
Discordo 52 32,1
Uma vez ao dia 21 13,0
Mals que uma vez ao 5 3.0
dia
Uma vez por semana 20 12,4

Hébito de consumo Mais que uma vez por 4 o400 sS04 07672 -
semana
Uma vez por quinzena 17 10,5
Ma'us que uma vez por 3 4.9
quinzena
Eventualmente 51 31,5

(*) Estimativas da estatistica de y2 obtidas mediante simulacdo de Monte Carlo
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Somente foram significativas as varidveis relacionadas a hdbito de consumo x prefiro
sucos; prefiro iogurte light x sexo e prefiro iogurte light x hdbito de consumo. Os resultados
da andlise de residuos sdo citados a seguir:

a) prefiro iogurte light x sexo: a preferéncia pelo iogurte light é significativamente
maior entre as mulheres do que entre os homens. Foi constatado uma preferéncia das
mulheres (69,8% das 387 pessoas entrevistadas) pelo iogurte diet ou light (54,0%) tendo
justificativa a manutenc¢ao da forma fisica (55,2%) (14).

b) hdbito de consumo X prefiro sucos: os resultados mostraram diferengas significativas
entre as opinides concordo x uma vez ao dia; Discordo x Mais que uma vez ao dia e
indiferente x uma vez ao dia. A andlise dos residuos mostra que a preferéncia por sucos se
relaciona de forma inversa ao hébito de consumir iogurte, no sentido que, uma maior
preferéncia por sucos implica em um habito menor do consumo de iogurte € vice versa.

c) prefiro iogurte light x hdbito de consumo: na andlise de residuos, as principais
diferencas entre os valores observados e esperados se deram entre os grupos de consumo
Eventualmente e mais que uma vez ao dia quanto a concorddncia ou nao pela preferéncia pelo
iogurte light. Foi observado que as pessoas que consomem iogurte diariamente t€m uma
preferéncia maior pelo iogurte light quando comparado aqueles que consomem apenas
eventualmente.

A categoria de iogurte "light" tem uma grande parcela do mercado consumidor que
exige produtos que confiram beneficios a saude (15).

Para a elaboragao da Anélise Fatorial deve-se garantir a homogeneidade da amostra em
relacdo a estrutura fatorial latente. Para isso, foram eliminadas as varidveis que apresentaram
correlacdo nos testes de independéncia de Qui-quadrado (y°): iogurte light e hdbito de
consumo (7).

Foram considerados 5 fatores que, conjuntamente, explicaram 66,1% da variancia
contida nas varidveis originais, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da anéalise fatorial

Autovalores
Componente
Total % da variancia Variancia acumulada
1 1,684 18,7 18,7
2 1,237 13,7 32,4
3 1,095 12,2 44,6
4 0,996 11,1 55,7
5 0,940 10,4 66,1

A Tabela 3 apresenta os valores das correlacdes das varidveis associadas aos €ixos
fatoriais.
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Tabela 3. Valores das correlagdes das varidveis associadas aos eixos fatoriais

Variavel Fatores
F1 F2 F3 F4 F5
Togurte € um alimento saudavel 0,65% -0,02 -0,10 -0,07 0,06
Togurte um alimento nutricionalmente completo 0,30 -0,13 -0,20 0,04 0,81%*
Togurte tem muita quimica -0,67* 0,43 -0,20 0,22 -0,03
Togurte é caro -0,06 -0,06 0,05 0,95% 0,00
Prefiro sucos -0,67* -0,21 -0,04 -0,21 -0,07
Consumo iogurte preferencialmente no café da manha 0,47* -0,13 -0,40 0,06 -0,59*
Consumo preferencialmente como lanche 0,08 -0,01 0,89%* 0,06 -0,07
Togurte tem lactose 0,08 0,75%* -0,17 -0,03 -0,00
Togurte é um alimento fermentado -0,01 0,74%* -0,18 -0,02 -0,06

O primeiro fator (F1) apresentou quatro varidveis correlacionadas. O logurte é um
alimento sauddvel (correlacdo 0,65) e prefiro preferencialmente no café da manhd (correlagao
0,47) em oposicao as variaveis, logurte tem muita quimica (correlacdo -0,67) e prefiro sucos
(correlacdo 0,67). Os respondentes que acreditam ser o iogurte um alimento sauddvel
preferencialmente o consomem no café da manhd, estando essas respostas em oposicao aos
que consideram o iogurte ter muita quimica que, nesse caso, manifestam preferir sucos.

Apesar de a legislacdo brasileira permitir o uso de aditivos em iogurtes e sucos (16), é
provavel que os consumidores tenham a percepcao de que os sucos industrializados sejam
mais naturais e por isso com menor teor ou livres de aditivos quando comparados com o
1ogurte, o que explicaria a oposi¢do das varidveis nesse componente.

O segundo fator (F2) associado ao conhecimento do produto apresentou duas varidveis
relacionadas: o iogurte tem lactose (correlagdo 0,75) e o iogurte é um alimento fermentado
(correlagdo 0,74).

O iogurte € o mais conhecido dos leites fermentados (8). Em 2009 as vendas de lacteos
no varejo se mantiveram aquecidas e as maiores altas, nos precos, foram observadas nos leites
fermentados, com aumento de 17,9% em relagdo a 2008. J4 no primeiro bimestre de 2010 o
crescimento nas vendas de iogurte foi de 6,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2009. O
principal ponto a destacar dessas informacdes se refere a migracdo das classes sociais D/E
para a classe C por causa, principalmente, dos aumentos reais do saldrio minimo e das
politicas de transferéncia de renda, assisténcia social e seguranca alimentar (17). No periodo
de 1974 a 2003 houve um aumento significativo de 702% na aquisi¢do para consumo de
1ogurtes no domicilio.

O terceiro fator (F3) tem unicamente como varidvel associada “consumo
preferencialmente como lanche” (correlacao 0,89). O preco, expresso pela varidvel “iogurte é
Caro”, estd associado ao quarto fator (F4) (correlacdo 0,95).

O quinto fator (F5) apresentou duas varidveis correlacionadas inversamente: o iogurte é
nutricionalmente completo (correlagao 0,81) em oposicdo a consumo preferencialmente no
café da manhd (correlagdao -0,59). Para os respondentes que acreditam ser o iogurte um
produto nutricionalmente completo nao esta restrito apenas a essa refeicao.

Sobre o conhecimento e consumo de produtos lacteos com 183 académicos, 43,5%
responderam que preferiam consumir iogurte durante o lanche da tarde e 30% no café da
manha. Além disso, 35% disseram que consumiam iogurte por ser sauddvel/nutritivo (18).

Avaliacao da composicao quimica do leite de ovelha

Os resultados obtidos de extrato seco total 16,37% e cinzas 1,0% se aproximam aos
valores de 17,30% e 0,9% encontrados por outros autores (19, 20). A densidade do leite de
ovelha analisado foi de 1,040g/ml préxima do valor médio de 1,036g/ml (21). J4 o teor de
gordura do leite avaliado foi de 5,1% enquanto em outro trabalho foi de 6,3% (19). Essa
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diferenca pode ser explicada pela variagdo ocasionada no periodo da lactagdo, menor no inicio
e maior no final (21). Quanto a proteina, o teor no leite de ovelha se aproxima a 6% (22) e o
valor determinado neste trabalho foi de 6,38%. O teor de umidade do leite de ovelha foi de
83,61%, ligeiramente superior ao 83,00% (23). Por outro lado, a concentracdo de lactose do
leite foi de 3,85%, inferior a média de 5,36% (24).

A oscilacdo dos resultados, deve-se ao fato da composi¢do do leite de ovelha variar com
a dieta, raca, animais dentro das vdrias ragas, paridade, sazonalidade, nutri¢ao e condi¢des de
manipulacdo, condi¢cdes ambientais, localizacdo, e estdgio da lactacdo (25). Os ovinos sio
entre os animais produtores de leite os que mais sofrem influéncia do meio ambiente, como
pastagem, clima e posi¢do geografica (21).

Aceitabilidade

Os indices de aceitabilidade, aprovacao, indiferenca e rejeicdo sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Indice de aceitabilidade, aprovacio, indiferenca e rejeicio do iogurte de leite de
ovelha com alecrim (Rosmarinus officinalis L).

Parametro Média % Aceitabilidade % Aprovacio % Indiferenca % Rejeicao
Aparéncia 7,10 78,83 88,50 5,50 6,00
Odor 6,83 75,83 74,00 15,50 10,50
Sabor 7,27 80,78 90,50 1,00 8,50
Textura 7,10 78,83 88,50 5,50 6,00
Avaliacio Global 7,32 81,28 91,50 4,00 4,50

O produto que apresentar Indice de Aceitabilidade (IA) igual ou maior que 70% §é
considerado aceito pelos provadores (26), o que estd de acordo com os resultados obtidos e
apresentados na Tabela 4. Os resultados no teste de aceitagdo mostraram que a maioria das
respostas dadas pelos provadores foram superiores a 6 e situaram-se nas categorias “gostei
ligeiramente” e “gostei moderadamente”, indicando que o iogurte de leite de ovelha
adicionado com alecrim foi bem aceito. Estes resultados sao considerados satisfatorios, uma
vez que os provadores nunca haviam experimentado o iogurte de leite ovino, mostrando que
além de ser um produto diferenciado, possui uma boa aceita¢do pelos consumidores.

CONCLUSOES

Da realizacio do teste de y* com os resultados da pesquisa realizada neste trabalho é
possivel admitir que a preferéncia pelo consumo de iogurte light é significativamente maior
entre as mulheres e as pessoas que o consomem diariamente e que a preferéncia pelo hdbito
de consumo de iogurte esta relacionada de forma inversa ao de sucos.

Foi possivel identificar que para o iogurte existe uma associacao entre sabor, habito de
consumo, prego, caracteristicas e valor nutricional. E possivel produzir iogurte adicionado de
alecrim com aceitabilidade utilizando leite de ovelha da raca Bergamacia.

Comité de Etica: 02/08/2010
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Vet e Zootec. 2013 margo; 20(1).



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 143
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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,
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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
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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
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COMUNICACOES CURTAS
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REFERENCIAS E CITACOES
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Exemplos
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the institution where the work was done or to where it is linked;

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

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

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

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

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

3. The structure of the paper must include:

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

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

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

REVIEW ARTICLES

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

CASE REPORTS

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

SHORT COMMUNICATIONS

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

REFERENCES AND CITATIONS

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

Examples:

Citations

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

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

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

References
List the first seix authors followed by et al.

1 Journal article

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

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

2 Organization as author

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

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

3 Book

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

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

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

5 Conference paper

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

6 Dissetation

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

7 Eletronic material on Internet

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

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

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

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

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

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

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

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

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

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

« Nombre, direccidn, teléfono, fax y correo electrénico para correspondencia.

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

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

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

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

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

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

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

Discusion: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introducciéon. De ser conveniente los resultados y discusién podrdn ser
presentados conjuntamente.

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

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

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

No se ofrecerdn separatas. Los articulos estardn disponibles en el formato PDF en la pagina
WEB de la revista. Para las demds secciones de la revista son vdlidas las normas anteriores. No
deben exceder las 15 pdginas. 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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