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EDITORIAL

A PESQUISA NACIONAL EM DESTAQUE

A Revista “Pesquisa FAPESP”, em sua edicdo especial de maio de 2012 fala do meio
século de FAPESP, com informagdes animadoras quanto a vérias mazelas da saide publica,
bem como sobre outros temas relevantes nas diferentes dreas do conhecimento.

O diretor cientifico da FAPESP comenta sobre o cendrio paulista com relacdo aos
avancos na producdo cientifica brasileira, com forte impacto também nas revistas estrangeiras,
reforcando que a ciéncia em Sao Paulo tem crescido tanto em quantidade como em qualidade,
e tudo isso gracas as parcerias com o CNPq, CAPES e FINEP, e claro com o empenho da
comunidade cientifica no estado.

Os dados referentes a redu¢c@o do nimero de casos de maldria, nos ultimos anos, em
50% reflete as medidas de investigacdo cientifica, controle de areas endémicas e as acdes
coordenadas de vdrias instituicdes. As previsdes sao otimistas com relacdo a possibilidade de
producdo de um farmaco nacional eficiente contra a doenca de Chagas, causada pelo
protozodario T.cruzi, que ainda € um sério problema de saude publica, cujas estimativas
indicam que, ainda hoje, cerca de 5 milhdes de brasileiros tem a doenca. Na América do Sul o
numero sobe para 12 milhdes a 13 milhdes de doentes.

Na luta contra um verme, o agente da esquistossomose (Schistosoma haematobium, S.
Jjaponicum e S.mansoni), sendo o terceiro de ocorréncia no pais, e trazido da Africa para o
Brasil por escravos, durante a colonizagdao portuguesa. Os genes identificados por método
desenvolvido no Brasil sdo alvos promissores para novos medicamentos, € hoje ja se fala na
producdo de vacinas com tecnologia nacional.

Neste nimero da Revista “Veterindria e Zootecnia” estdo publicados trés artigos de
revisdo: Brucelose em bubalinos: uma revisao com énfase ao sorodiagndstico oficial;
Utilizacdo do colesterol na criopreservacdo de espermatozdides na espécie equina: uma
revisao; e Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagao e
fertilidade de espermatozodides equinos. Traz ainda dois relatos de caso: Contribui¢do da
ultrassonografia para o diagnéstico da displasia renal em caes; Cytologic diagnosis and
treatment of feline sporotrichosis: case report. Uma comunicagdo curta: Pesquisa de
anticorpos anti-toxoplasma em serpentes mantidas em cativeiro nos municipios de Belém e
Santo Antonio do Taud, estado do Pard, Brasil. E seis artigos originais: Achados clinicos de
bovinos com tulcera de abomaso; Alimentacdo de leitdes na creche com graos umidos de
milho ensilados ou preservados com propionato de célcio; Evaluation of the antimicrobian
resistance of Escherichia coli isolated of healthy hens (gallus gallus); Histopathology in
veterinary dermatology: historical records of thirty years of diagnosis at the department of
pathology of Botucatu Medical School, UNESP (1977-2007); Anélise dos fatores
relacionados a 26 casos de distocia em cabras no Agreste e Sertdo de Pernambuco; e
Divulgacdo da anatomia animal junto a produtores e trabalhadores do campo em dois
municipios do estado do Rio de Janeiro.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe
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BRUCELOSE EM BUBALINOS: UMA REVISAO COM ENFASE AO
SORODIAGNOSTICO OFICIAL

Geraldo de Nardi Janior'
Mircio Garcia Ribeiro’
Lilia Paulin®

André Mendes Jorge”

RESUMO

O sorodiagndstico € um dos principais procedimentos para o controle e profilaxia da
brucelose, bem como na vigilancia epidemiolédgica da doenca, visto que pode ser utilizado em
grandes rebanhos, possui custo acessivel, boa sensibilidade e especificidade, além de ter
padrdao internacional. O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose - PNCEBT, deflagrado em 2001, preconiza que o sorodiagndstico da brucelose
em fémeas bubalinas seja realizado a partir dos 24 meses de idade, nas bezerras vacinadas
com a amostra B19 entre 3 a 8 meses de idade, utilizando as provas do antigeno acidificado
tamponado (AAT), 2-mercaptoetanol (2-ME) e/ou fixacdo de complemento (FC). Tal
recomendacdo faz-se necessdria no intuito de evitar dificuldades na interpretacdo das provas
soroldgicas, decorrentes da presenca de imunoglobulinas residuais de origem vacinal, que
poderiam dificultar a diferenciacdo entre animais vacinados e infectados. As investigacoes
soroldgicas voltadas a brucelose bubalina no Brasil t€ém foco na comparacdo de animais
reagentes frente as diferentes técnicas diagndsticas. No entanto, sdo escassos os estudos no
pais voltados ao acompanhamento sorologico de bezerras bubalinas vacinadas, conforme as
recomendacdes do PNCEBT. O presente artigo revisou os principais aspectos da brucelose
bubalina, com énfase ao sorodiagnéstico oficial.

Palavras-chave: brucelose, bubalinos, diagndstico, sorodiagndstico.

BRUCELLOSIS IN BUFFALOES: A REVIEW WITH EMPHASIS ON OFFICIAL
SERODIAGNOSIS

ABSTRACT

The serodiagnosis is one of the main procedures for control and prevention of brucellosis, as
well as surveillance of the disease. It can be used in large herds, is affordable, has good
sensitivity and specificity, in addition to international standards. The National Program for
Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis - PNCEBT, which started in 2001,
recommends that the serodiagnosis of brucellosis in water buffalo be performed from 24
months of age in calves vaccinated with B19 from 3 to 8 months of age, using the rose bengal
plate test (RBPT), 2-mercaptoethanol (2-ME) and complement fixation (CF). This
recommendation is necessary in order to avoid difficulties in interpretation of serological
tests, due to the presence of residual immunoglobulin to vaccine strains that could hamper the
differentiation between vaccinated and infected animals. Investigations on the serological

! Professor Ass. Doutor da Disciplina de Produ¢do Animal do Curso de Tecnologia em Agronegécio da Faculdade de
Tecnologia de Botucatu — Fatec-Bt (e-mail: gedenardijr@yahoo.com.br)

2 Professor Doutor da Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais — DHVSP — FMVZ — UNESP/Botucatu/SP -
Distrito de Rubido Junior s/n, Botucatu/SP, e-mail: mgribeiro@fmvz.unesp.br

3 Pesquisadora Cientifica do Laboratério de Doengas Bacterianas da Reprodugdo — Centro de Pesquisa e Desenvolvimento
de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo-SP.

4 Professor Doutor do Departamento de Produ¢do Animal — FMVZ — UNESP — Lageado/Botucatu-SP.
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brucellosis in water buffaloes in Brazil have focused on comparison of reactor animals in face
of different diagnostic techniques. However, there are few studies in the country aiming
serological monitoring of buffalo calves vaccinated according to recommendations of
PNCEBT. This study reviewed the main aspects of brucellosis in water buffaloes, with
emphasis on official serodiagnosis.

Keywords: brucellosis, buffaloes, diagnosis, serodiagnosis

BRUCELOSIS EN BUFALO: UNA REVISION CON ENFASIS EN EL
SERODIAGNOSTICO OFICIAL

RESUMEN

El serodiagnoéstico es uno de los principales procedimientos para el control y profilaxis de la
brucelosis, asi como para la vigilancia epidemiolédgica de la enfermedad, ya que puede ser
utilizado en grandes rebafios, es de bajo costo, sensible, especifico y estd de acuerdo con la
norma internacional. El Programa Nacional de Control y Erradicacién de la Brucelosis y
Tuberculosis - PNCEBT expuesto en 2001, dicta que el serodiagndstico de la brucelosis en
hembras de bufalo sea realizado a partir de los 24 meses de edad en las terneras vacunadas
con la muestra B19 entre 3 y 8 meses de edad, utilizando las pruebas de antigeno acidificado
tamponado (AAT), 2-mercaptoetanol (2-ME) y/o fijacion de complemento (FC). Tal
recomendacion se hace necesaria con el objetivo de evitar dificultades en la interpretacion de
las pruebas seroldgicas, derivadas de la presencia de inmunoglobulinas residuales de origen
vacunal, que podrian dificultar la distincién entre animales vacunados e infectados. Las
investigaciones seroldgicas de la brucelosis de bufalo en Brasil estdn enfocadas en la
comparacion de animales reactivos usando diferentes técnicas diagndsticas. Sin embargo, son
escasos los estudios en el pais con relacidon al seguimiento serolégico de terneras de bufalo
vacunadas conforme a las recomendaciones del PNCEBT. El presente articulo ha revisado los
principales aspectos de la brucelosis de bufalo, con énfasis en el serodiagndstico oficial.

Palabras clave: brucelosis, bufalos, diagndstico, serodiagndstico.
INTRODUCAO

A espécie bubalina apresenta como caracteristicas peculiares a sua grande rusticidade e
adaptabilidade a fatores climaticos, topograficos e solos pobres, somadas a dupla aptidao para
producdo de carne e leite, o que a torna boa alternativa para a producdo de proteina animal,
principalmente em paises tropicais como o Brasil (1). O estreito contato com a espécie
bovina, o padrao extensivo de criacdo dos bubalinos, o acesso continuo desses animais a
diversos tipos de ecossistemas, o hdabito da espécie bubalina de banhar-se visando a
termorregulagdo corpdrea, bem como o pastoreio em aguadas e tanques, tornam esta espécie
francamente exposta as infeccdes, incluindo a brucelose (2).

A brucelose em bubalinos e bovinos € reconhecida como doenca infectocontagiosa
causada pela Brucella abortus (B. abortus), caracterizada por manifestagdes clinicas da esfera
reprodutiva e severos prejuizos aos produtores (3).

O sistema de manejo extensivo, as dificuldades do sucesso de programas de controle
sanitdrio em paises com grandes rebanhos e com extensa dimensao territorial, € o conceito
equivocado de que os bubalinos sdo altamente resistentes as doengas que acometem os
bovinos, sao fatores que dificultam o controle da brucelose em bubalinos (2). Fosgate et al.
(4) apontaram evidéncias de caracteristicas distintas na cadeia epidemioldgica da brucelose
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em bovinos e bubalinos, que reforcam a necessidade de investigacdes especificas com a
doenca em bubalinos, visto que a maioria dos estudos enfoca a doenca na espécie bovina.

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose - PNCEBT
(5), deflagrado em 2001, preconiza que o sorodiagndstico da brucelose em fémeas bubalinas
seja realizado a partir dos 24 meses de idade, nas bezerras vacinadas com a B19 entre 3 e 8
meses de idade, utilizando as provas do antigeno acidificado tamponado (corado com rosa
bengala) [AAT], 2-mercaptoetanol (2-ME) e/ou fixacdo de complemento (FC). Tal
recomendacao faz-se necessdria no intuito de evitar dificuldades na interpretacdo das provas
soroldégicas decorrentes da presenca de imunoglobulinas (Ig) residuais de origem vacinal, que
poderiam dificultar a diferenciac@o entre animais infectados e doentes.

A semelhanca da espécie bovina, o sorodiagndstico da brucelose bubalina se constitui
em um dos principais procedimentos para controle, profilaxia e vigilancia epidemioldgica da
doenca, particularmente nos paises que atingiram “status” de erradicagao.

REVISAO DA LITERATURA
Generalidades sobre a criacao de bubalinos

A populacao mundial de bubalinos é da ordem de 170 milhdes de cabecas. O rebanho
bubalino da América do Sul € estimado em cerca de 4 milhdes de cabecas, das quais 3,5
milhdes encontram-se no Brasil, 150 mil na Venezuela, 50 mil na Argentina, 30 mil na
Colombia e o restante distribuido pelos demais paises (6, 7).

Os bubalinos sdo pouco seletivos em relagdo as forrageiras e transformam alimentos,
usualmente ndo consumidos por outros animais do mesmo porte, em proteinas nobres (1).
Apresentam resultados satisfatérios quanto ao rendimento de cortes primdrios da carcaga e
podem até mesmo superar os bovinos em determinados cortes, 0 que contribui muito para
desmistificar a espécie e esclarecer a cadeia produtiva quanto ao seu real potencial de
producdo (8, 9).

O leite bubalino apresenta menor teor de colesterol, maior teor de gordura e de proteinas
quando comparado ao leite bovino, além de maior rendimento na produgdo de queijo
(particularmente a mozzarella) e manteiga (10). A producdo de leite dos bubalinos é uma
atividade que tem crescido nos ultimos anos no Brasil, particularmente nos estados da regidao
Sudeste, nos quais o leite é destinado, quase na sua totalidade, a producdo de queijo
mozzarella, que possui mercado assegurado e precos compensatorios, em virtude da qualidade
nutricional e palatabilidade do produto (10).

No Brasil, os bufalos foram introduzidos em 1895 pela ilha de Maraj6, importados da
Austrélia, do Egito, da India, da Itdlia e de paises do sudoeste asidtico. Na ilha de Marajo, os
bubalinos encontraram condi¢des Otimas para sua adaptacdo. Nas décadas seguintes foram
introduzidos nas demais regides do pais, particularmente as que apresentam clima quente e
umido (1).

A maior parte do rebanho bubalino brasileiro concentra-se, atualmente, na regido norte
do pais (65,9%) e o restante localiza-se nas regides Nordeste (7,1%), Sudeste (7,5%), Sul
(13,3%) e Centro-Oeste (6,2%), distribuido entre as racas Carabao, Murrah, Jafarabadi e
Mediterraneo (1,11). A despeito da escassez de estatisticas oficiais, a criacdo de bubalinos no
mundo todo, em particular no Brasil, tem apresentado crescimento substancial, rompendo
fronteiras, produzindo e se adaptando aos locais nos quais outras espécies de ruminantes ndo
tém apresentado indices zootécnicos satisfatorios (11).

Baruselli (12) infere que os bubalinos podem ser criados no Brasil em regides
topograficas improprias para bovinos, tais como varzeas inunddveis do rio Amazonas,
baixadas litordneas como o Vale do Ribeira, SP, Pantanal do Mato Grosso e banhados da
regido Sul.
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As caracteristicas peculiares da criagcdo de bubalinos t€ém despertado o interesse dos
pecuaristas no Brasil, fazendo com que, na tultima década, a bubalinocultura aumentasse
12,7% ao ano, ganhando crescente importancia econdmica na pecudria nacional, tanto na
producdo de carne quanto de leite, colocando o Brasil no cendrio dos maiores rebanhos
comerciais do mundo (11).

Impacto econéomico da brucelose em bubalinos

A brucelose em animais de producdo possui distribuicdo mundial e determina severos
prejuizos de ordem econdmica (13).

Na América Latina, as perdas econdmicas devidas a brucelose s@o da ordem de 600
milhdes de ddlares/ano. No Brasil, estima-se que os prejuizos com a brucelose em bovinos e
bubalinos sejam ao redor de 100 milhdes ddlares/ano (14).

Os prejuizos para a bubalinocultura com a brucelose sdo determinados principalmente
por problemas da esfera reprodutiva (13), sendo a doenca, principal causa de abortamentos em
rebanhos bubalinos na fndia, na Itilia e no Brasil (15).

As fémeas das espécies bubalina e bovina provenientes de rebanhos livres de brucelose
apresentam altas taxas de abortamentos (5-30%) na primoinfeccao, e nascimentos de bezerros
fracos ou doentes (15%). Com a cronificacdo da doenca, as vacas apresentam reducdo na
producdo de leite (10 a 25%), diminuicdo na vida util, aumento nas taxas de reposi¢ao (30%)
e no nimero de repeticdes de cio. Destaca-se também que uma em cada cinco vacas
acometidas desenvolve sub ou infertilidade, aumento no intervalo entre partos (8,5 meses) e
redu¢cdo no ndmero de concepcdes. Em suma, a doenca determina alteracdes em todos os
parametros reprodutivos do plantel. Ademais, os paises nos quais a doenga cursa de forma
endémica possuem sérias restri¢des a exportacao de animais, produtos e derivados (15-17).

Implicacoes em satide publica

A brucelose € considerada doenca ocupacional em humanos. O advento da
pasteurizacdo do leite representou reducdo significativa no impacto da doenca em satde
publica. Porém, nos paises emergentes (em desenvolvimento), a brucelose permanece como
doenca preocupante (3).

As infecgdes pelo género Brucella em humanos possuem forte cardter ocupacional,
afetando profissionais que desenvolvem atividades com certo risco de exposi¢cao aos animais,
tais como médicos veterindrios, magarefes, produtores e laboratoristas (18). A Brucella
melitensis (B. melitensis) é reconhecida como a espécie mais patogénica para humanos,
seguida por Brucella suis (B. suis), Brucella abortus e Brucella canis (B. canis). No entanto, a
maioria das infec¢cdes em humanos € causada por B. abortus, visto que esta é a brucela mais
difundida em animais de producgio (3).

A doenca em humanos por B. abortus se manifesta geralmente por sinais de febre
intermitente, cefaléia, dor muscular e nas articulagdes. Em geral, as manifestagdes clinicas por
B. abortus sao mais brandas que as observadas nas infec¢des por B. melitensis ou B. suis (3,
7).

No Brasil, ha poucas descricdes de isolamento do micro-organismo em humanos,
embora os registros disponiveis em investigacdes soroldgicas sugiram altos niveis de
exposicao para os grupos de risco ou de vulnerabilidade, relacionados a ocupagdo profissional
(19).

Nos humanos, a infecc@o pelo género Brucella pode ser provocada pelo contato direto
com secrecoes de animais domésticos, fetos, placentas, secundinas, sangue e carcagas de
animais infectados, bem como pelo consumo de produtos e subprodutos de origem animal
(13).

Nardi Junior G. et al. Brucelose em bubalinos: Uma revisdo com énfase ao sorodiagndstico oficial Vet. e
Zootec. 2012 jun.; 19(2): 142-156.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 146

O alto risco de infec¢do em humanos a partir dos bovinos e bubalinos tem sido
frequentemente referido na literatura especializada, principalmente em individuos que
possuem contato estreito com animais (3). Lacerda et al. (20) encontraram 11,8% de
individuos sororreagentes em 59 trabalhadores de abatedouro, reforcando o comportamento
ocupacional da doenca.

O leite ingerido “in natura” ou sob a forma de derivados, sem pasteurizacdo prévia,
pode veicular o micro-organismo para os humanos (18). Botelho et al. (21) assinalaram alta
ocorréncia da infeccdo em humanos pela ingestao de leite de vaca e subprodutos “in natura”.
Miyashiro (22), utilizando técnicas moleculares, detectou a presenca de DNA do género
Brucella em derivados de leite bovino comercializados de forma clandestina. Nesse estudo, o
micro-organismo foi identificado em 29 (20,57%) dentre 141 queijos tipo minas frescal e 8
(15,69%) dentre 51 queijos minas meia cura.

As caracteristicas fisico-quimicas peculiares do leite da espécie bubalina, que incluem
maiores teores de proteina, gordura e caseina, propiciam a producdo de derivados nobres
como os queijos mozzarella, provolone e ricota (10). No entanto esses derivados podem ser
elaborados sem prévia pasteuriza¢do ou outro tratamento térmico do leite, representando risco
de contdgio pelos humanos mediante o consumo desses produtos (18).

Brucelose em bubalinos

Propriedades gerais do género Brucella

A brucelose € causada por bactérias pertencentes ao género Brucella, que se apresentam
microbiologicamente como cocobacilos Gram-negativos, aerébios ou microaeréfilos, imoveis,
desprovidos de cédpsulas e ndo formadores de esporos (23). Possuem metabolismo oxidativo
baseado na utilizagdo de nitratos. Nos testes bioquimicos, sao classificados como micro-
organismos catalase e oxidase-positivos, ndo fermentadores da lactose (24), uréase-positivos
(reagdo em poucos minutos) e indol-negativos (25).

Micro-organismos do género Brucella sdo intracelulares. A patogenia e a natureza da
resposta imune estdo intimamente relacionadas a presenga da bactéria no interior de fagécitos
(26).

B. abortus € isolada entre 3 e 5 dias no dgar-Brucella ou no meio convencional de dgar
enriquecido com sangue ovino ou bovino a 5% (desfibrinado), em condicdes de
microaerofilia, a 37°C. A partir de trés dias de incubagdo, as colOnias apresentam 2 a 3 mm de
diametro, sdo opacas, lisas e ndo hemoliticas (26). No cultivo microbiano de materiais
suspeitos sujeitos a contaminacdo bacteriana secunddria, sdo recomendados meios seletivos
como o Farrel, constituido de vérios antimicrobianos e antifingicos impedientes para outros
micro-organismos (26).

As brucelas sdo divididas em dois grandes grupos antigenicamente distintos,
constituidos por amostras lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e amostras rugosas (B. ovis
e B. canis) (27), diferenciadas com base nas caracteristicas de primoisolamento em meios de
cultura e na estrutura da parede bacteriana (28).

As brucelas ndo apresentam espécie-especificidade. No entanto, mostram certa
predilecdo por determinados hospedeiros. Dentre as brucelas lisas, B. abortus acomete
preferencialmente bovideos, enquanto B. suis e B. melitensis infectam, respectivamente,
suinos e caprinos. Nas brucelas rugosas, B. canis € o principal agente causal da brucelose em
canideos e B. ovis em ovinos (28).

O género Brucella possui varios biotipos ou biovares. A diferenciacdo dos biotipos é
fundamentada no requerimento de CO,, na producao de H,S, na multiplicacdo na presenca de
tionina e fucsina bdsica, na aglutinacdo com antissoros monoespecificos (A, M, R) e na lise
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por bacteri6fagos (25, 26). Considera-se que B. abortus possua sete biotipos, embora outros
tenham sido descritos até o momento, mas nao reconhecidos na rotina de caracterizagdo atual
da espécie. Assume-se, também, que B. suis possua cinco biotipos e B. melitensis trés,
enquanto B. ovis, B. canis e B. neotomae ndo apresentariam biovariantes (25). Nielsen e
Duncan (26) postularam que todas as espécies do género Brucella reconhecidas atualmente
teriam derivado de B. abortus biotipo 2.

As biovariantes apresentam certas diferencas quanto a predilecdo pela infeccdo em
determinadas espécies animais (28).

Em todo o mundo, a brucelose em bubalinos e bovinos € causada predominantemente
pelo biotipo 1 (29). Estudo realizado em 37 paises visando o isolamento de B. abortus das
principais espécies domésticas constatou que, dentre 266 linhagens isoladas, 241 (90,6%)
foram, predominantemente, os biotipos 1, 2 e 3 isolados de fémeas bovinas, reforcando a
espécie bovina como o principal reservatorio de B. abortus (26).

No Brasil, até 1985, foram descritos os biotipos 1, 2 e 3 de B. abortus, € o biotipo 1 em
isolados de B. suis, B. ovis € B. canis (30).

Megid et al. (31) investigaram no pais a caracterizacdo de biotipos em quatro fetos
bovinos e um bubalino. Foram identificados o biotipo 1 (um feto bovino e um feto bubalino),
o biotipo 2 (um feto bovino) e o biotipo 3 (dois fetos bovinos), representando o primeiro
registro nacional da caracterizacdo de biotipo em linhagem de B. abortus isolada de feto
bubalino, além de ressaltar o predominio dos biotipos 1, 2 e 3 nos abortamentos nessas
espécies animais.

Epidemiologia

A bactéria € transmitida principalmente por alimentos contaminados, dgua, leite ou pelo
contato direto com animais infectados, que a eliminam por todas as vias, sobretudo pelo feto,
descargas uterinas e leite (3). E encontrada em concentracdes elevadas no material abortado e
na placenta. Os bubalinos e 0s bovinos geralmente contraem a doenca ingerindo alimentos e
dgua contaminados por fetos abortados (13).

A brucelose possui distribuicdo mundial (13), exceto nos paises que a erradicaram
utilizando a¢des sisteméticas de controle, como EUA, Japao, Franca e outros paises da Europa
(32).

A brucelose tem sido descrita em bubalinos, bovinos, suinos, pequenos ruminantes,
equinos e caes (30), assim como em roedores, lobos, cervideos, gambds e outras espécies
selvagens, embora nao haja evidéncias de que essas espécies contribuam significativamente
na ocorréncia da doenca nos rebanhos de animais de produgado (13).

Os micro-organismos do género Brucella resistem as condicdes adversas do ambiente
(26), incluindo extremos de pH, temperatura e luz solar direta (33). Podem resistir por seis
meses ou mais na dgua, nos fetos abortados, em restos de placenta, nas fezes, na 13, no feno ou
no solo (34). No leite e derivados, mantém-se vidveis por vérios meses (35). A fervura e
temperaturas usuais de pasteurizacdo destroem o micro-organismo (15). Desinfetantes
clorados (2,5% de cloro ativo), solu¢des de formaldeido (2%) e compostos fendlicos (2,5%)
inativam o micro-organismo a partir de 15 minutos de exposic¢ao (36). O dlcool (70%) destréi
prontamente a bactéria (15). Sob acdo do carbonato de célcio (1:10), o micro-organismo €
inativado apds 30 minutos de exposicao (35).

Patogenia
O ingresso da Brucella sp em rebanhos livres determina, inicialmente, elevado nimero

de abortamentos (3). Nas gestacdes subsequentes ainda ocorre invasdo do utero, mas a
propor¢ao de abortamentos decresce em 20 a 25%. Raramente os abortamentos reincidem na
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terceira prenhez. Apos a fase aguda sobrevém a cronica, quando abortam somente os animais
recém-introduzidos no rebanho ou novilhas de primeira cria (13, 29).

Entre os ruminantes domésticos, a maioria das infeccdes ocorre pela ingestdo de
alimentos e dgua contaminados, embora também possa ocorrer pelo contato direto com
animais infectados ou pelo s€men (3, 15). A transmissdo vertical pode desencadear o estado
de “portador latente”, fendmeno relatado em 1 a 9% das novilhas nascidas de fémeas
infectadas. Esses animais apresentam-se sorologicamente negativos ou com titulos oscilantes
(26). As fémeas latentes geram grandes dificuldades nas acdes de controle da doenca (29).

As brucelas penetram no organismo dos mamiferos pelas mucosas do trato digestorio,
genital, nasal, conjuntiva ocular ou por solucdes de continuidade da pele. Em bubalinos e
bovinos, a principal porta de entrada é a mucosa orofaringeana. A partir do trato digestério, a
bactéria € carreada aos linfonodos mesentéricos e fagocitada, principalmente por macréfagos.
Nos fagdcitos, podem permanecer quiescentes por varios meses. A bacteremia ocorre por
cerca de duas semanas nos bovinos e bubalinos, com 0 micro-organismo livre no plasma ou
no interior dos macréfagos (26).

O micro-organismo possui tropismo por células do sistema mononuclear fagocitario,
como baco, figado e linfonodos (37). A multiplicacdo da bactéria € estimulada pelo produto
da degradacgdo do eritritol, reconhecido como um agtcar presente nos tecidos osteoarticulares,
mamadrios e Orgdos reprodutores femininos e masculinos. O eritritol atinge grandes
concentracdes no tutero gravidico, principalmente nos liquidos fetais, nos placentomas e no
tecido cérion-alantoideano (38). A presenca do eritritol no tutero gravidico justificaria, em
parte, a brucelose como doenca da esfera reprodutiva em certas espécies, incluindo os
bubalinos (39).

A producao do eritritol cresce na razao direta da evolucdo da gestacdo, porém apresenta
alta concentracao até os cinco meses da prenhez (40). Tal fato sugere que outras substancias
possam estimular a multiplicacdo das brucelas, potencializando a acdo do micro-organismo na
placenta e/ou feto (39).

A multiplicacdo de B. abortus nos placentomas determina necrose, lise das vilosidades e
subsequente descolamento do cotilédone e da carincula. Somente a lesdo placentdria é
suficiente para desencadear o sofrimento fetal por m4 absor¢do e oxigenacdo, culminando
com o abortamento. No entanto, o micro-organismo frequentemente invade o feto,
determinando infec¢des em 6rgdos como pulmao, figado e baco. Paralelamente, certas fémeas
podem levar a gestacdo a termo, gerando o nascimento de bezerros doentes e debilitados, que
podem vir a 6bito em poucos dias. O processo cicatricial e o depdsito de fibrina nos
placentomas resultam em aderéncias da placenta nas gestacdes subsequentes, que determinam
altas taxas de retencdo de placenta em rebanhos nos quais a doenga cursa de forma cronica
(3). Ademais, as bubalinas acometidas podem apresentar quadros de metrite, subfertilidade
e/ou infertilidade (37).

Apds o abortamento, a bactéria migra para outros 6rgaos, como a glandula mamaéria e os
linfonodos supramamarios, podendo determinar mastite cronica ou manter-se quiescente nos
linfonodos até a gestacao subsequente (41). Os animais infectados eliminam a bactéria em
grandes quantidades pelos produtos do abortamento, no parto ou pela secrecdo vaginal
durante todo o puerpério, contaminando o ambiente e propiciando a infec¢do de novos
suscetiveis. A eliminagdo do agente pelo leite € intermitente e pode persistir por varios meses
(3).

Nos touros, a brucela se instala principalmente nos 6rgdos acessorios do sistema
reprodutivo, particularmente na vesicula seminal, podendo ser eliminada pelo sémen. No
entanto, a transmissao do micro-organismo pela monta natural € epidemiologicamente menos
frequente se comparada a via oral (42).
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Manifestacoes Clinicas

Na espécie bubalina, as manifestacdes clinicas da brucelose estdo relacionadas
principalmente a esfera reprodutiva, causadas predominantemente pela infeccdo por B.
abortus. Essa espécie de brucela determina placentite necrética, morte fetal e abortamentos
geralmente no terco final do periodo gestacional. A gestacdo poderd também vir a termo,
gerando produtos fracos, que poderdo morrer nas primeiras semanas (43). Metrites, retengdes
placentdrias e higroma articular ocorrem como sequela da infec¢do por B. abortus (17).

Nos touros, a patogenicidade da bactéria estd relacionada a lesdo testicular e das
glandulas acessoérias, manifestada por quadros de orquite, epididimite e vesiculite (13),
levando comumente os animais infectados a subfertilidade e/ou infertilidade, somados aos
baixos indicadores reprodutivos do rebanho (44).

Controle

A capacidade de sobrevivéncia das brucelas em condi¢cdes naturais € elevada se
comparada a de outras bactérias patogénicas nao esporuladas, sobretudo em ambientes
umidos, ao abrigo da luz solar direta, pH préximo ao neutro e na presenca de matéria
orgdnica. A bactéria pode permanecer vidvel por até seis meses em pastos nos quais
ocorreram casos de abortamento (18). Em geral, a remog¢do dos animais e produtos infectados,
a eliminagdo da matéria organica, a desinfec¢do do local do abortamento e a ado¢do do vazio
das instalacdes (no minimo seis meses) sdo recomendadas para evitar a transmissdo para
animais suscetiveis nas propriedades em que a doenca cursa de forma endémica (5, 18).

Embora os mecanismos de transmissdo da brucelose bovina e bubalina sejam
semelhantes, certas particularidades do comportamento da criacdo de bubalinos devem ser
consideradas previamente ao estabelecimento de programas de controle. A criagdo bubalina é
quase que exclusivamente extensiva, com a utilizacdo de grandes &reas, proporcionando
acesso continuo a diversos tipos de ecossistemas. Ademais, sdo animais fortes, possuem
habitos migratérios e gregarios. Movimentam-se principalmente a noite pelos pastos, rios e
aguadas. Na procura de alimento ou dgua, podem invadir outros pastos e entrar em contato
com outros grupos de animais, aumentando a possibilidade de difusdao da doenca. O hdbito
dos bubalinos de banharem-se visando a termorregulacdo corpdérea, bem como o pastoreio em
aguadas e acudes, contribui para a exposicdo da espécie a determinados micro-organismos,
entre os quais as brucelas, visto que esses ambientes permitem a sobrevida da bactéria (4).

Em todo o mundo, os paises que alcancaram ‘“status” de controle ou erradicacdo da
brucelose fundamentaram seus programas na ado¢do de medidas semelhantes as preconizadas
pelo Brasil no PNCEBT, particularmente pela vacinacdo sistematica das bezerras, adocdo de
quarentena e medidas higiénico-sanitarias nos rebanhos, realizacdo de diagndstico soroldgico
continuado nos plantéis, aliado ao abate sanitario dos animais reagentes (5, 43).

Diagnéstico

O isolamento de B. abortus dos fetos abortados, da placenta e do leite é considerado o
método mais fidedigno no diagnoéstico individual da brucelose. No entanto, a dificuldade de
isolamento do micro-organismo em rebanhos dificulta o uso do diagndstico microbiolégico
como método de controle massal da doenca (32).

O surgimento de técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tem facilitado o diagndstico direto das doencas infecciosas, pela
demonstracdo do 4cido nucleico do agente, surgindo como alternativa ao diagndstico
microbioldgico (45). A tecnologia de PCR tem sido aplicada a deteccdo de contaminagdo por
Brucella em alimentos, principalmente leite e queijos frescos, que constituem importantes
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vias de transmissdo da brucelose em humanos. Essa técnica também tem sido empregada em
amostras isoladas de material clinico como sangue total, secrecdes, s€men e abortamentos,
permitindo, inclusive, o diagnéstico da doenca nos fetos ainda que o agente ndo esteja mais
vidvel para o isolamento microbiano (45).

Embora a PCR seja promissora, a padroniza¢do de métodos de extracdo, infraestrutura,
equipamentos e conhecimentos especificos ainda requerem tempo para que a técnica possa ser
incluida na rotina dos laboratérios de diagndstico (46).

Neste contexto, devido as limitagdes dos procedimentos laboratoriais que se apoiam no
cultivo microbiano do género Brucella, o diagnéstico da brucelose bubalina tem sido
fundamentado na investigacao de Ig anti-B. abortus no soro sanguineo e no leite (47).

A persisténcia de Ig séricas pds-vacinais e a ocorréncia de reacgdes inespecificas nos
métodos sorologicos convencionais t€m-se constituido no principal entrave no
sorodiagndstico da doenca em bubalinos. Dentre estas reagdes inespecificas incluem-se as
reacOes cruzadas entre as linhagens lisas (B. abortus, B. melitensis € B. suis) ou com outros
micro-organismos Gram-negativos, quais sejam dos géneros Pasteurella, Francisella,
Proteus, Campylobacter, Pseudomonas, Salmonella, Escherichia e Yersinia (0:9) (32).

Tanto nos humanos como nos animais, a infeccdo natural por Brucella sp estimula o
aparecimento quase simultaneo de Ig das classes IgM e IgG. Durante a evolucdo da doenca
ocorre declinio e tendéncia do desaparecimento dos niveis de IgM, enquanto IgG persiste em
niveis elevados. O desaparecimento de IgG significa, geralmente, a eliminacdo da infec¢do
(47).

Em contraste, bubalinos e bovinos vacinados com a cepa padrao B19 apresentam
predominio da classe IgM, que mostram concentragdes maximas por volta do 13° dia apds a
vacinagdo, enquanto a classe IgG - particularmente a subclasse IgGl - é observada em
pequenas quantidades, com picos maximos entre o 28° e o 42° dia pds-vacinais (42). Ribeiro
et al. (48), no Brasil, acompanharam o perfil de aglutininas anti-B. abortus em bezerras
bovinas vacinadas entre trés e oito meses de idade com a dose padrdo de B19 e observaram
titulos sorolégicos maximos na prova de soroaglutinacdo rapida em placa (SAR) - que detecta
ambas IgM e IgG - entre o 14° e o 42° dias pds-vacinais e, no 2-ME - que prioriza reagdes
com IgG -, entre 0 28° e 0 42° dia, com auséncia de animais reagentes aos 308 dias apds a
vacinagao.

O diagnostico sorolégico da brucelose em bubalinos e bovinos no Brasil foi modificado
pela Instrucdo normativa n® 2, de 10 de janeiro de 2001, do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento - MAPA, no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (5). O PNCEBT preconiza as provas do AAT, 2-ME e FC para o
diagnéstico sorolégico da brucelose bubalina e bovina. O AAT € recomendado como método
de rotina (triagem), enquanto o 2-ME e a FC, como provas confirmatérias, embora somente a
FC seja preconizada para o transito e comércio internacional de animais (5).

Ap6s a deflagracao do PNCEBT no Brasil, em 2001, a prova do AAT tem sido utilizada
como método de rotina, em substitui¢do a prova classica de soroaglutinagdo rapida em placa,
em virtude da boa sensibilidade e especificidade do AAT, apesar da deteccdo
preferencialmente da classe IgG nesta prova, fato que limita a identificacio de animais no
inicio de infeccao (5).

Na prova do AAT, a presenca de qualquer reacdo de aglutinagdo classifica o animal
como reagente. A critério do médico veterindrio, os animais reagentes no AAT poderdo ser
submetidos as provas confirmatérias 2-ME ou FC. A prova do AAT ¢€ constituida do antigeno
a 8%, realizada em placa de vidro, com leitura em quatro minutos de reacdo. A acidificacdo
do antigeno a pH 3,65 limita a aglutinacdo da classe IgM, ao contrério da IgG, que mantém a
capacidade aglutinante nesse pH acido (42).

A prova de 2-ME possui boa sensibilidade e alta especificidade, e se caracteriza pela
deteccao de IgG, considerada a principal classe de Ig presente em animais infectados por B.
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abortus. A reacao de 2-ME ¢ realizada em tubos mantidos em estufa, com antigeno em
concentracdo de 0,045% e leitura com 48 horas. O composto 2-ME rompe as pontes
dissulfidicas (enxofre) dos pentameros de IgM, resultando em mondmeros de IgM que
perdem a capacidade aglutinante, priorizando assim as reacdes com IgG, que se mantém
inalterada na presenca do radical 2-ME (42).

A prova de fixacdo de complemento fundamenta-se na habilidade do complexo
antigeno-anticorpo em ativar o sistema complemento. Esta prova apresenta boa sensibilidade,
alta especificidade e detecta preferencialmente IgG, principalmente da subclasse IgG;, que
predomina em animais infectados (43). A prova de FC é realizada em placas em “U” com 96
pocos, com leitura em uma hora. O método € mais laborioso se comparado a AAT e 2-ME.
Desta forma, é realizado em nimero restrito de laboratdrios, visto que exige controle rigido de
todos os reagentes (antigeno, sistema hemolitico) (24). A técnica detecta precocemente IgG,
no soro em torno do 14° dia e também € capaz de revelar casos cronicos nos quais os niveis de
IgM praticamente desapareceram e os niveis de IgG; sdo baixos, devido ao baixo limiar de
deteccao da prova (15).

Os estudos realizados no Brasil com a brucelose em bubalinos praticamente estdo
restritos a comparagdo de reagdes dos animais em diferentes métodos sorolégicos (49).

Inquérito sorolégico da brucelose em bubalinos no Estado de Goiés revelou 17,31% de
animais positivos e 15,82% de suspeitos, em 199 amostras de soros examinadas pela prova de
soroaglutinacdo em placa (50). Sandoval et al. (51) investigaram 992 soros provenientes de
rebanhos bubalinos do Estado de Sao Paulo e encontraram prevaléncia de 4,33% e 5,69% para
brucelose, respectivamente, nas provas de soroaglutinacao rdpida em placa e “card test”.

Feitosa et al. (52) relataram 21,92% de animais reagentes em 8.845 bubalinos do Estado
de Sdo Paulo, utilizando a prova do AAT, e salientaram que a frequéncia de bubalinos
reagentes foi superior a de estudos similares em bovinos.

Na regido do Vale do Ribeira, SP, Mathias et al. (53) assinalaram 10,39% de bubalinos
reagentes para brucelose em 462 animais, utilizando a prova de FC.

Alternativamente, tem-se investigado também o uso de vacinas com dose reduzida de B.
abortus, no intuito de minimizar a interferéncia dos titulos residuais pds-vacinais no
diagnodstico soroldgico. No Brasil, Kuchembuck (54) vacinou bubalinas adultas,
experimentalmente, utilizando dose reduzida da vacina B19 (2 x 10° bactérias/dose, por
instilacdo conjuntival). O autor concluiu que essa prética evitou a disseminagdo da doenca,
limitou a ocorréncia de manifestacdo clinica nas fémeas e reduziu o nimero de animais
reagentes ao longo de seis meses apds a vacinacdo. Porém salientou a necessidade de estudos
visando avaliar o declinio dos titulos residuais em bubalinas vacinadas, que poderiam
interferir com as provas soroldgicas convencionais preconizadas para o diagndstico no pais.

Sao praticamente incipientes as investigacdes de acompanhamento do perfil sorolégico
de bubalinas vacinadas com B19 no Brasil. Estudos dessa natureza podem determinar a
interferéncia provocada por Ig de origem vacinal nos testes soroldgicos recomendados no
PNCEBT (49), fornecendo subsidios a avaliacdo continuada das acdes de controle e
profilaxia, necessdrias para o sucesso do programa.

A vacinagdo com a cepa atenuada B19 é recomendada para bezerras entre 3 e 8 meses
de idade, visto que esses animais ainda ndo sdo sexualmente maturos, impedindo a
patogenicidade da cepa vacinal nas fémeas vacinadas. Ademais, as bezerras vacinadas
tornam-se negativas ao atingirem a idade de cobertura (28). King e Frank (55) afirmaram que
90% das fémeas vacinadas entre 3 e 8 meses resultaram negativas em testes sorolégicos
convencionais apds nove meses da vacinac¢do. Portanto, a idade das fémeas na época da
vacinag¢do € um fator limitante no uso da vacina B19, visto que em animais vacinados apds
oito meses de idade os anticorpos oriundos da vacinac¢do nao sio diferenciados dos induzidos
por linhagens de campo nas provas soroldgicas de rotina (28).
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Domingues et al. (56), no Brasil, acompanharam por 240 dias o perfil de aglutininas
anti-B. abortus em bezerras bubalinas, entre 3 e 8 meses de idade, vacinadas com a dose
padrao de B19, e com dose reduzida (750 x 10° bactérias/dose, via subcutinea). Os autores
observaram que 7,7% dos animais vacinados com a dose padrdo ainda apresentavam titulo
100 na soroaglutinacao rapida em placa aos 240 dias pds-vacinais, enquanto 45% dos animais
vacinados com dose reduzida possuiam titulo 25 no mesmo periodo.

Ribeiro et al. (49) investigaram o perfil de aglutininas anti-B. abortus em bezerras
bubalinas vacinadas entre 3 e 8 meses com a dose padrao de B19. Foi observado que os titulos
sorolégicos maximos nas provas convencionais de soroaglutinacdo rapida em placa e 2-ME
ocorreram entre o 15% € 0 45° dia apds a vacinagdo e, na média, as fémeas ndo apresentaram
titulos na prova de 2-ME ap6s dez meses de aplicag¢do da vacina.

CONSIDERACOES FINAIS

A brucelose, por ser zoonose e causar prejuizos a producdo de carne e leite, tornou-se
alvo de programas de controle e erradicacdo em vdrios paises. Esses programas geralmente
ndo fazem distincdo entre as espécies bovina e bubalina, adotando estratégias comuns para
ambas. No entanto, certas caracteristicas peculiares dos bubalinos requerem estudos
especificos voltados a espécie, notadamente quanto a epidemiologia, ao diagndstico e as acdes
de controle e profilaxia.

O diagnéstico microbiolégico € fidedigno na brucelose em bubalinos, mas apresenta
como inconvenientes a dificuldade de isolamento e limita¢des de uso massal. A caracterizacao
molecular da Brucella é promissora, especialmente na identificacdo do microrganismo em
leite e abortamentos.

Desta forma, o sorodiagndstico permanece como técnica factivel na rotina da maioria
dos laboratérios em todo mundo, de custo acessivel, padronizada, com boa sensibilidade e
especificidade, servindo como um dos principais procedimentos para controle, profilaxia e
vigilancia epidemioldgica da doenga em bubalinos.
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UTILIZACAO DO COLESTEROL NA CRIOPRESERVACAO DE
ESPERMATOZOIDES NA ESPECIE EQUINA: UMA REVISAO
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RESUMO

A biotecnologia do sémen proporciona inimeras vantagens para Os atuais programas
reprodutivos. Possibilidade de transporte de sémen a longas distancias, incremento da
utilizacdo de reprodutores geneticamente superiores € diminui¢do dos riscos de disseminacao
de doencas para a égua e o potro sdao alguns dos beneficios proporcionados. Apesar dos
avancgos, existe ainda uma grande disparidade entre garanhdes em relacao a qualidade seminal
frente aos processos da criopreservacdo, fato que gera grandes variagdes nas taxas de
fertilidade. Nesse sentido, estudos tém sido desenvolvidos a fim de testar substincias que
possam ser incorporadas aos espermatozdides e que tenham condi¢cdes de conferir maior
resisténcia frente as injdrias geradas pela refrigeracdo e congelacdo. A adi¢do de colesterol
ligado a ciclodextrina (CLC) tem demonstrado in vitro ser uma alternativa promissora para os
garanhdes conhecidos por possuirem baixa viabilidade apés a criopreservagdo. No entanto, até
o momento os resultados de fertilidade nao justificam a aplicacdo comercial dessa técnica. O
objetivo dessa revisdo € de compilar artigos sobre o efeito da adi¢cao do colesterol a membrana
dos espermatozoides equinos criopreservados.

Palavras-chave: criopreservagdo, garanhdo, sémen, colesterol.
USE OF CHOLESTEROL IN EQUINE SPERM CRYOPRESERVATION: A REVIEW

ABSTRACT

Semen biotechnology provides several advantages to current reproductive programs. The
benefits include the possibility of transporting semen over long distances, increased use of
genetically superior stallions, and reducing the risk of spreading diseases to both the mare and
the foal. Even with these advances, there is still a wide disparity among stallions regarding
semen quality due to the processes of cryopreservation, which generates significant variation
in fertility rates. In this regard, studies have been conducted to test new substances that can be
incorporated into sperm and confer increased resistance against injuries caused by cooling and
freezing. The addition of cholesterol bound to cyclodextrin (CLC) in vitro has been suggested
as a promising alternative for stallions known to have poor semen viability after
cryopreservation. However, to date the results regarding fertility do not justify commercial
applicability of this approach. The objective of this review is to compile articles on the effect
of adding cholesterol into the membrane of cryopreserved equine sperm.

Keywords: cryopreservation, stallion, semen, cholesterol
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USO DE COLESTEROL EN LA CRIOPRESERV{&CI(’)N DE ESPERMA EN
EQUINOS: UNA REVISION

RESUMEN

La biotecnologia para el manejo del semen proporciona varias ventajas en los programas
reproductivos actuales, algunas de las cuales incluyen: la posibilidad de transportar el semen a
través de grandes distancias, el aumento de la utilizacién de reproductores genéticamente
superiores y la disminucién de riesgos de diseminacién de enfermedades para la yegua y
potro. A pesar esto, aln existe una gran desigualdad entre los sementales con relacién a la
calidad espermatica en lo referente a los procesos de criopresevacion , lo que genera grandes
variaciones en las tasas de fertilidad. En ese sentido, se han desarrollado estudios con el
objetivo de probar substancias que puedan ser incorporadas a los espermatozoides y que
tengan condiciones de proporcionar una mayor resistencia contra lesiones generadas por
refrigeracion y congelacion. La adicién de colesterol unido a la ciclodextrina (CLC) in vitro,
ha demostrado ser una alternativa prometedora para sementales con baja viabilidad después
de la criopreservacién. Sin embargo, hasta el momento los resultados de fertilidad no
justifican la aplicacion comercial de esta técnica. El objetivo de esta revision es recopilar
articulos sobre el efecto de la adicion del colesterol a la membrana de los espermatozoides
criopreservados de equinos.

Palabras clave: criopreservacion, semental, semen, colesterol
INTRODUCAO

O avango da reproducdo assistida nas espécies animais vem sendo alcancado por meio
da aplicagdo de biotécnicas cada vez mais modernas. O desenvolvimento de técnicas
adequadas para a preservacdo e armazenamento de s€émen é uma das etapas mais importantes
nesse avango, visto os diversos beneficios proporcionados para os atuais programas
reprodutivos.

Por meio do uso da inseminagdo artificial (IA) com sémen criopreservado é possivel a
utilizacdo do reprodutor em momentos nos quais ndo seria possivel a monta natural ou a
utiliza¢do do sémen fresco. E o caso de animais que se encontram em campanhas esportivas,
situacOes de comprometimento fisico ou mesmo de 6bito. Esta biotécnica possibilita ainda o
transporte de sé€men a longas distancias e um melhor aproveitamento de garanhdes
geneticamente superiores (1).

Apdés a aprovacdo pela maioria das associacdes das racas de equinos, a IA foi
amplamente difundida entre os criatérios desta espécie (2). No entanto, apesar dos beneficios,
existem fatores que limitam o uso da IA com sé€men criopreservado e contribuem para a
ocorréncia de variacdes nos resultados de fertilidade (3, 4).

Em condicdes naturais, a espécie equina apresenta os menores indices de fertilidade
entre as espécies domésticas. Um dos motivos para essa situacdo sdo os critérios de selecdo
utilizados, os quais levam em consideracdo principalmente a genealogia e o desempenho em
competi¢des, deixando em segundo plano os parametros de fertilidade (5).

Outro fator limitante é a diferenca entre garanhdes em relacdo a resisténcia dos
espermatozdides frente aos processos de criopreservagdo (6). Em casos extremos, somente €
possivel a utilizagcdo do s€men no estado a fresco, situagdo que reduz os beneficios gerados
pela IA em um consideravel nimero de reprodutores (3).

As espécies que apresentam espermatozdides com alta relacdo de molaridade de
colesterol:fosfolipidio de membrana possuem maior resisténcia frente aos processos de
criopreservacao (7). A partir desta informacao, estudos t€m sido desenvolvidos em diferentes
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espécies para avaliar o efeito da adi¢do do colesterol a membrana dos espermatozdides
criopreservados (8, 9).

Em equinos, os resultados obtidos in vitro com a adi¢do de colesterol sdao muito
promissores, no entanto, até o momento, as taxas de prenhez por ciclo nao ultrapassaram 25%
(10, 11), valor muito inferior em comparacdo a média de 53% descrita por Loomis (12) para
inseminagdes que utilizam sémen criopreservado. Por esta razdo, tem sido proposto que a
presenca de altos niveis de colesterol incorporada a membrana espermaética interfira no padrao
fisioldgico de capacitacdo espermdtica e reagdo acrossomica (10, 11).

O objetivo dessa revisao é de compilar artigos sobre a adi¢do do colesterol a membrana
dos espermatozdides equinos criopreservados e a sua influéncia sobre a capacitacdo
espermatica e reagdo acrossomica.

Principios da Criopreservacao

Inicialmente o sémen deve ser resfriado da temperatura corpdrea a temperatura
ambiente (37°C até 20°C). Este resfriamento ndo causa maiores danos aos espermatozdides,
desde que estejam diluidos adequadamente (13).

O estresse inicial ocorre quando os espermatozdides passam da temperatura ambiente
para 5°C (14). Esta é uma faixa critica no processo de refrigeracdo, devido a ocorréncia da
fase de transicao dos fosfolipidios da membrana plasmaética do estado liquido-cristalino para o
estado de gel (15). Os espermatozdides devem ser resfriados de forma correta neste periodo
critico para que ndo sofram danos irreversiveis, que causardo queda na fertilidade. Os danos
decorrentes dessa faixa de refrigeracdo sdo denominados conjuntamente de ‘“choque frio”
(16).

Para evitar o choque térmico, é fundamental o controle da curva de refrigeracao e a
utilizacdo de meios diluentes adequados (15). Até o presente, os diluentes de refrigeracdo
mais utilizados na espécie equina sao derivacdes do meio criado por Kenney et al. (17), que
tem na sua composicao bdsica leite desnatado, glicose e antibidticos.

Com o emprego de equipamentos especificos para transporte de s€émen, a taxa de
refrigeracdo € controlada, sendo obtida uma curva de refrigeracdo lenta e progressiva de
aproximadamente 0,3°C por minuto até a estabilizacdo a 5°C. Com isso, minimos efeitos
estressantes e deletérios sdo gerados aos espermatozdides, proporcionando uma viabilidade de
até 72 horas pos-ejaculacdo para grande parte dos garanhdes (1).

O processo de congelacao de s€men envolve os seguintes passos: queda de temperatura,
desidratacdo celular, congelacdo e descongelacao (18). Estas etapas promovem lesdes
celulares devido a choque térmico, formacdo de cristais de gelo intracelulares, injurias
oxidativas, estresse osmotico e alteracdes no DNA (19). A faixa critica de danos durante a
congelagdo ocorre entre -15°C e -60°C. Apds o s€men atravessar esta faixa de temperatura, a
atividade metabdlica cessa e as células permanecem inativas (15).

A congelacdo modifica a membrana celular de modo que altera a habilidade do gameta
masculino de interagir com as estruturas do trato reprodutivo feminino. De acordo com Bailey
et al. (20), os espermatozdides congelados possuem menor capacidade de aderir-se as células
epiteliais do oviduto. Este local atua como reservatorio para manutencao dos espermatozdides
em metabolismo basal, proporcionando assim, viabilidade as células at¢ o momento da
ovulacdo (20). Adicionalmente, segundo Moore et al. (21), a congelagdo promove perdas de
aproximadamente 28% do conteido de colesterol da membrana espermatica. Tal fato
contribui para a ocorréncia de reacdes acrossOmicas prematuras € consequentemente
diminui¢do da viabilidade pds-descongelacao.

Este fendomeno que ocorre no processo de congelagdo é conhecido como
“criocapacitacdo” (20). Esta condicao deve ser levada em consideracdo para o momento da
fertilizacdo, principalmente nas espécies que possuem o estro prolongado, como € o caso da

Hartwig FP, Papa FO, Dell’Aqua Junior J. Utilizagdo do colesterol na criopreservacdo de espermatozdides na
espécie equina: Uma revisdo. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 157-168.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 160

equina. Em condig¢des fisiologicas, o espermatozéide equino fica vidvel por pelo menos 72
horas no oviduto da égua, diferente do odcito que possui viabilidade médxima de 12 horas
(22).

Devido as alteracdes que a criopreservacdo promove nos espermatozdides, existe a
necessidade da aplicacdo de medidas para a obtencdo de melhores indices de fertilidade.
Utilizacdo de dose inseminante com maior concentragdo espermadtica, insemina¢do na
extremidade do corno uterino, controle folicular intensivo para aproximar o momento da IA e
a ovulacdo, sdo estratégias comumente utilizadas em programas reprodutivos de equinos (23).
No entanto, estas a¢des acarretam mudangas no manejo na propriedade, elevacdo dos custos
de producao e muitas vezes com baixos resultados de prenhez.

Atuacio do colesterol na criopreservacao celular

As espécies podem ser classificadas de acordo com a resisténcia de seus
espermatozdides frente a criopreservacdo. O coelho e o humano sdo muito resistentes, em
contrapartida, os ovinos, suinos, bovinos e equinos sdo considerados susceptiveis as lesoes
causadas pelo frio. Ao ser analisada a composi¢do da membrana espermética, foi constatado
que as espécies resistentes a criopreservacdo possuem alta taxa de molaridade de
colesterol:fosfolipidio (7, 24, 25). O garanh@o tem uma taxa molar de colesterol:fosfolipidio
de membrana de 0,36 (25), valor consideravelmente menor que no coelho € no homem que
possuem respectivamente 0,88 e 0,99 (7).

O colesterol apresenta efeitos que reduzem os danos celulares decorrentes da
criopreservacdo. O choque térmico € minimizado na presenca de niveis elevados de
colesterol, ocorrendo diminuicdo da temperatura ou até mesmo evitando a ocorréncia da fase
de transi¢do dos fosfolipidios da membrana, promovendo um estado fluido intermediério ao
invés da fase transicional gel. O colesterol possui ainda agdo estabilizadora e moduladora da
fluidez da membrana (24, 26).

O espermatozéide equino, quando comparado ao bovino, possui uma estreita faixa de
tolerancia frente a variagcdes osmoticas. A adi¢do e remogdo de crioprotetores, congelacdo e
descongela¢do sdo eventos promotores de grandes estresses osmaéticos (19, 27, 28).

Glazar et al. (28) demonstraram em espermatozéides equinos, que a adi¢ao de colesterol
incrementou a viabilidade pés-descongelacdo devido a reducdo do estresse osmoético. Com o
aumento dos niveis de colesterol da membrana foi gerada uma elevac@o no limiar osmoético e
conferida maior permeabilidade a d4gua e aos crioprotetores.

Em contrapartida, o colesterol causa um decréscimo na permeabilidade aos cations (29),
como € o caso do cdlcio, que sabidamente estd envolvido no desencadeamento da capacitacao
espermatica. Com essa caracteristica do colesterol, sdo reduzidas as chances da ocorréncia de
reacdo acrossomica antes da chegada dos espermatozdides ao local da fertilizacao.

Utilizacao de ciclodextrinas

As ciclodextrinas foram isoladas primeiramente como produtos da degradacio
enzimatica do amido e foram classificadas como oligossacarideos ciclicos. Ao reconhecer-se
que estas substancias eram capazes de formar compostos de inclusdo, passou-se a trabalhar na
sintese de ciclodextrinas puras (30).

Dentre os trés tipos de ciclodextrinas (a, B, ¥), as B-ciclodextrinas apresentam a estrutura
mais adequada para englobar componentes lipidicos. Devido a alta afinidade por esterdides,
as ciclodextrinas sdo utilizadas para modificar as concentracdes de colesterol das membranas
(31-33).

As ciclodextrinas possuem habilidade de formar compostos de inclusdo com uma
variedade de moléculas naturais e sintéticas como hormodnios, vitaminas e compostos
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lipidicos. Para desenvolver a funcdo carreadora para as membranas, a ciclodextrina deve estar
previamente ligada as moléculas a serem carreadas e as mesmas devem caber inteira ou
parcialmente na cavidade da ciclodextrina (30, 34).

Estas substancias carreadoras possuem uma face externa hidrofilica e uma face interna
hidrofébica, e por essa caracteristica sdo capazes de dissolver, carrear e aumentar a
solubilidade em solu¢des aquosas de compostos hidrofébicos, como o colesterol (35).

A aptidao da B-ciclodextrina e seu complexo de inclusdo de alterar o contetido lipidico
da membrana plasmatica sdo devido a capacidade de estabelecer um equilibrio entre os niveis
de colesterol ligados a ciclodextrina com o colesterol contido na membrana. Portanto, a
incubacdo da membrana celular somente com ciclodextrina provoca a retirada de colesterol,
diferentemente, apds a incubagdo de células contendo baixos niveis de colesterol ocorre
incorporacdo desse lipidio na membrana plasmatica (36).

Oliveira et al. (33) testaram em espermatozoides equinos criopreservados e tratados
com colesterol ligado a ciclodextrina (CLC), a utiliza¢do da B-ciclodextrina isoladamente para
remover parte do colesterol da membrana apds a descongelacdo. No entanto, com as
concentracgdes utilizadas nesse estudo, a f-ciclodextrina ndo foi capaz de remover o colesterol
até niveis considerados fisiol6gicos.

Capacitacao espermatica e reacao acrossémica

Apés a ejaculagdo, grandes quantidades de espermatozdides sdo depositadas no trato
reprodutivo da fémea. No entanto, normalmente apenas um espermatozdide ird fertilizar o
odcito. Para garantir que ocorra esse processo, existem mecanismos altamente regulados de
interacdo entre os gametas e a fertilizacao.

O espermatozéide maduro é composto por trés por¢des especializadas. A cabeca, que
contém o DNA e é fundamental para a interacdo do espermatozdide com o odcito. A peca
intermedidria, na qual estdo as mitocOndrias responsdveis pela produc¢do de energia, e o
flagelo, que atua na motilidade espermatica (37).

A regido da cabeca do espermatozdide, além do nicleo, possui no seu extremo apical o
acrossomo, uma vesicula que contém enzimas hidroliticas necessdrias para a penetracdo na
zona pelicida e subsequente fertilizagao do odcito (38). Ainda no limite entre a membrana
que recobre o acrossomo e a regidao caudal ao mesmo, existe a zona equatorial, local de fusdo
do espermatozéide com o oolema (37).

Para que o espermatozéide exerca sua funcdo, € necessdrio adquirir a capacidade de
realizar as etapas que antecedem a fertilizacdo. Para tanto, a célula sofre uma série de
mudancas metabdlicas e estruturais durante o seu transporte pelas secre¢des do trato
reprodutivo feminino. Essas mudancgas sofridas, coletivamente sdo denominadas capacitagao
espermadtica (38). O papel mais importante da capacitacido sdo as modificacdes que tornam o
espermatozdide capaz de sofrer reacdo acrossdmica em resposta a ligacdo a zona peldcida
(16).

O primeiro passo na capacitagdo espermdtica € o aumento intracelular de célcio,
bicarbonato e peréxido de hidrogénio, que juntos irdo estimular a producdo de AMPc, que por
sua vez ativard a proteina quinase A para fosforilar proteinas da membrana (39). A
capacitacdo também promove mudancas no padrdo do movimento, conferindo a célula um
estado de hipermotilidade. Com isso, o espermatozdide consegue se desprender do epitélio do
oviduto, progredir pelo mesmo e penetrar na zona peldcida (38, 40, 41).

O processo de interagdo entre o espermatozdide e o odcito envolve uma sequéncia de
eventos. Apds se ligar ao odcito, o espermatozdide desencadeia o processo de reacdo
acrossomica (Figura 1, itens a, b). Mais especificamente, a ligacdo a zona-pelicida estimula
um influxo de célcio na célula, que vai gerar aumento da fluidez e fusio das membranas
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plasmdtica e acrossomal externa. Apods essa fusdo sdo liberadas enzimas hidroliticas do
interior do espermatozdide que irdo permitir sua passagem pela zona peldcida (37, 42).

Com a perda das membranas externas, a membrana acrossomal interna se liga a zona
pelicida e ocorre a penetracio no espaco perivitelinico (Figura 1, item c). Pela zona
equatorial o espermatozdide e o oolema se fundem e o gameta masculino é englobado para o
interior do odcito (Figura 1, itens d, e). Finalmente, apds a ativagdo do gameta feminino €
iniciado o bloqueio a polispermia pela liberacao de granulos corticais (Figura 1, item 6) (37,
42).

Figura 1. Representacdo sequencial dos eventos de interacdo entre o espermatozdide e 06cito
que antecedem a fertilizacao. Fonte: Gadella (37). Ligacdo do espermatozdide a zona peldcida
(a) e reacdo acrossdmica (b). Penetracdo pela zona pelicida ao espago perivitelinico (c).
Ligacao e fusdo do espermatozdide ao oolema (d). Secrecdo de granulos corticais causando o
bloqueio a polispermia (e).

Uma importante etapa da capacitacdo e reagdo acrossdmica € a ocorréncia de uma
desestabilizacio da membrana plasmdtica. Alteracdes na composicdo dos lipidios e
fosfolipideos geram essa desestabilizac@o, que por sua vez, aumentard a fluidez da membrana,
possibilitando a fusdo com a membrana acrossomal externa. Portanto, o colesterol possui um
papel fundamental nesse mecanismo, visto que seu efluxo da membrana acrossomal durante a
passagem pelo trato feminino é um acontecimento obrigatdrio para o processo de capacitagio
espermatica (43, 44).

O colesterol é considerado um lipideo ndo integral de membrana, isto €, pode se
desassociar facilmente da membrana plasmdética (45). Apds a ejaculacdo, substincias
decapacitantes originadas do transito epididimdrio e do contato com o plasma seminal
encontram-se ligadas a superficie do acrossomo. De acordo com Gadella et al. (37), a taxa de
capacitacdo depende do efluxo de colesterol da membrama do espermatozdide.

Davis (46) demonstrou que quanto maior a taxa molar de colesterol:fosfolipidio da
membrana, maior o tempo necessdrio para ocorrer a capacitagdo espermética. Espécies como
os suinos e ovinos demoram no maximo duas horas para capacitar, em contrapartida coelhos e
humanos demoram até sete horas.

Incorporacao de colesterol a membrana dos espermatozdides

Ap6s o conhecimento das propriedades fisioldgicas do colesterol sobre as membranas,
estudos sdo desenvolvidos nas espécies susceptiveis ao choque térmico, a fim de melhorar os
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resultados de fertilidade dos programas reprodutivos que utilizam o s€émen congelado (9, 10,
47, 48).

Combes et al. (8) foram os primeiros a testar a incorporacdo de CLC a membrana de
espermatozdides equinos. Melhoras significativas foram obtidas nos parametros de motilidade
total, progressiva e porcentagem de células ripidas, além de aumento de integridade de
membrana. Mesmo alcangando bons resultados laboratoriais, ndo foi realizado teste de
fertilidade.

Segundo Moore et al. (21), pelo tratamento dos espermatozéides com CLC, € possivel
aumentar os niveis de colesterol na membrana mais de duas vezes em relagdo as
concentracdes iniciais. Dessa forma, os espermatozdides adquirem taxas de colesterol
semelhantes aos animais resistentes ao choque térmico.

Assim como em equinos, todas as espécies susceptiveis ao choque térmico avaliadas
quanto a adicao de CLC a membrana espermatica responderam positivamente, pelo aumento
da viabilidade pds-descongelacdo. Os pardmetros mais favorecidos foram de motilidade e
integridade de membrana (8, 9, 47, 48).

Além do sémen congelado, a adi¢cdo de colesterol também € benéfica para os
espermatozdides refrigerados. Torres et al. (49) testaram a incorporacio de CLC em
espermatozodides equinos refrigerados a 5°C. Ocorreu um aumento nos parametros de
motilidade total, progressiva e de integridade de membrana até 72 horas apds o inicio da
refrigeracdo. Estes resultados sdo semelhantes aos de Kirk et al. (50), que também observaram
que espermatozéides de garanhdes com baixa resisténcia a criopreservacdo sao 0S mais
favorecidos com o tratamento com CLC (21, 50). Apesar de bons resultados in vitro, até o
presente momento, nao foram realizados testes de fertilidade com o s€émen equino refrigerado
tratado com CLC.

Durante o processo de capacitacao, o efluxo de colesterol da membrana € essencial para
o desencadeamento da capacitacao e reacdo do acrossomo (37). Portanto, o colesterol presente
em altos niveis na membrana, possui a capacidade de interferir no padrio fisiolégico de
capacitacdo e reacdo do acrossomo (10).

Spizziri et al. (11) testaram trés indutores de rea¢do acrossdmica em espermatozoides
equinos tratados e ndo tratados com CLC. Quando utilizado o célcio ionéforo (A23187) e
lisofosfatidilcolina (LPC) ambos os grupos responderam positivamente a induc¢do de reacdo
acrossoOmica. Diferentemente, a dilauroilfosfatidilcolina (PC12) empregada em diferentes
concentracdes, ndo promoveu reagao acrossomica ao grupo tratado com CLC.

Tais achados indicam que a membrana dos espermatozodides tratados com CLC, em
funcdo de adquirir maior nivel de colesterol, torna-se mais estdvel e provavelmente necessite
de mais tempo ou maior estimulo para sofrer a capacitacdo espermadtica e posteriormente a
reacdo acrossdmica. Adicionalmente, diferente do que foi cogitado por Brinsko et al. (51), a
membrana do espermatozoéide tratado com CLC ndo sofre modificagdes a ponto de perder a
habilidade de capacitacio e reacdo acrossomica (11, 33).

Outro aspecto importante foi demonstrado por Spizziri et al. (11) e Moore et al. (21),
que comprovaram nao haver mudangas na composicao da membrana que pudesse prejudicar a
ligacdo dos espermatozoéides tratados com CLC a zona pelucida.

A adicdo de colesterol a membrana dos espermatozdides equinos possibilita um
aumento da resisténcia a criopreservacao (8, 21, 49, 50). No entanto, mesmo com o
incremento da viabilidade, os resultados de fertilidade sao inferiores em relagdo aos animais
nao tratados (10, 11).

Zahn et al. (10) investigaram a fertilidade do sémen equino congelado previamente
tratado com CLC. Apesar do aumento significativo da integridade de membrana pOs-
descongelagao do grupo CLC (48.7% CLC contra 43.9% grupo controle), a incorporacdo do
colesterol 2 membrana dos espermatozdides diminuiu a fertilidade (25% prenhez CLC contra
75% grupo controle). Estes resultados sao semelhantes aos de Spizziri et al. (11), que
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observaram que mesmo os espermatozdides tratados com CLC tendo respondido aos
indutores de reacdo acrossOmica e se ligado normalmente a zona pelicida, apresentaram
baixas taxas de prenhez (28,6% grupo controle contra 15% grupo CLC).

Assim como relatado na espécie humana (52, 53), existe uma populacdo de garanhdes
classificados como sub-férteis, porém, sem causa definida. Esses animais apresentam
parametros espermdticos adequados, mas com taxas de prenhez por ciclo variando entre 0% e
15% (51).

Ao ser analisada a composi¢do do plasma seminal e membrana dos espermatozéides dos
animais sub-férteis, foi constatado que as taxas molares de colesterol:fosfolipidios eram mais
que o dobro em relagdo aos garanhodes considerados férteis. Diferente dos resultados de
Spizziri et al. (11), os animais sub-férteis apresentaram baixa porcentagem de reacdo
acrossOmica frente a indug@o com calcio ionéforo (51).

Os dados apresentados corroboram a influéncia do colesterol sobre a capacita¢do e a
reacdo do acrossomo. Uma hipétese para a diminuicdo da fertilidade dos espermatozdides
tratados com CLC seria pelas modificagdes nas caracteristicas de permeabilidade e de fluidez,
tornando a célula mais estavel, dificultando o influxo de calcio. Com esse influxo diminuido,
a adenilciclase ndo € ativada e o padrao de capacitacdo espermatica e rea¢do acrossdmica sao
alterados (29, 33, 54).

Uma alternativa a ser estudada, € a criacdo de protocolos especificos de IA com sémen
criopreservado tratado com CLC. Devido ao maior teor de colesterol na membrana
plasmética, pode haver atraso da capacitacdo espermadtica, portanto, seria plausivel testar a
realizacdo da IA em diferentes momentos pré-ovulagdo (10, 11).

CONSIDERACOES FINAIS

A 1incorporacdo de colesterol a membrana espermdtica constitui uma forma eficiente de
aumentar a viabilidade do sémen criopreservado, principalmente para os reprodutores com
baixa resisténcia ao choque térmico. Porém, para esse método tornar-se uma realidade na
pratica reprodutiva, melhores taxas de fertilidade necessitam ser alcangadas.

Devido a grande influéncia do colesterol sobre a capacitacio e reagcdo acrossdmica, sao
necessarios novos estudos para o desenvolvimento de protocolos especificos de IA e
realizacdo de testes laboratoriais mais completos utilizando espermatozdides equinos
criopreservados e tratados com colesterol.
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COMPONENTES DO PLASMA SEMINAL E SUA INFLUENCIA SOBRE A
CRIOPRESERVACAO E FERTILIDADE DE ESPERMATOZOIDES EQUINOS

Priscilla Nascimento Guasti'
Gabriel Augusto Monteiro'
Frederico Ozanam Palpal2

RESUMO

Ap06s sua formacao no ambiente testicular, o espermatozdide necessita passar por um processo
de maturacdo para que ele seja capaz de fertilizar o o6cito. Durante o transito epididimario e a
ejaculacdo, as células espermdticas entram em contato com os produtos secretorios das
glandulas anexas e passam a adquirir motilidade progressiva, habilidade de reconhecimento e
ligacdo com a zona pelucida e fusdo com a membrana plasmatica do odcito. Sabe-se que
algumas proteinas aderidas a membrana espermdtica sdo semelhantes aquelas existentes no
plasma seminal, sugerindo que estas sd@o provenientes da interacdo dos produtos secretorios
das glandulas anexas com as células espermdticas. Deste modo, a determinacdo dos
componentes do plasma seminal poderia ser considerada uma forma de avaliagdo do
ejaculado. Estudos indicam que o plasma seminal exerce varias fun¢des sobre o metabolismo
espermdtico e o processo de fecundacdo como a ativacdo da motilidade espermdtica, acdo
antimicrobiana, neutralizacdo dos metabélitos espermaticos, protecdo contra a acrosina por
meio de inibidores de proteases, entre outros. Além disso, ¢ mediador da capacitagdo
espermatica e da resposta inflamatéria pds-coital no tutero de éguas. Portanto, o estudo do
perfil bioquimico e proteico do plasma seminal permite o isolamento e caracterizagdo de
substancias correlacionadas positivamente com a criopreservagdo e a fertilidade do s€émen de
garanhdes, possibilitando o aprimoramento das técnicas de armazenamento de
espermatozdides equinos e a identificacdo precoce de animais férteis em relacdo aqueles
subférteis.

Palavras-chave: plasma seminal, espermatozdide, criopreservacao, fertilidade, equino.

SEMINAL PLASMA COMPONENTS AND ITS INFLUENCE ON
CRYOPRESERVATION AND FERTILITY OF EQUINE SPERMATOZOA

ABSTRACT

After its formation in the testicular environment, sperm needs to go through a maturation
process for enabling it to fertilize the oocyte. During epididymal transit and ejaculation, sperm
cells come into contact with secretory products of the accessory glands and acquire
progressive motility, ability to recognize and bind zona pellucida, and fusion with the plasma
membrane of the oocyte. It is known that some proteins attached to the sperm membrane are
similar to those present in seminal plasma, suggesting that these are from the interaction of
secretory products of the accessory glands with spermatozoa. Thus, the determination of
seminal plasma components could be considered a form of ejaculate evaluation. Studies
indicate that seminal plasma plays several roles on metabolism and sperm fertilization process
such as activation of sperm motility, antimicrobial activity, neutralization of sperm
metabolites, protection against acrosin by protease inhibitors, among others. Furthermore, it
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mediates sperm capacitation and post-coital inflammatory response in the uterus of mares.
Therefore, the study of biochemical and protein profile of seminal plasma allows the isolation
and characterization of components positively related to cryopreservation and fertility of
stallion semen, enabling improvements in the storage techniques and early identification of
fertile and subfertile animals.

Keywords: seminal plasma, sperm, cryopreservation, fertility, equine.

COMPONENTES DEL PLASMA SEMINAL Y SU INFLUENCIA SOBRE LAS
CRIOPRESERVACION Y FERTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES EQUINOS

RESUMEN

Después de su formacion en el ambiente testicular, el espermatozoide necesita pasar por un
proceso de maduracién antes de ser capaz de fertilizar al ovocito. Durante el trayecto
epididimario y la eyaculacidn, las células espermaticas entran en contacto con los productos
de secrecion de las glandulas anexas y comienzan a adquirir motilidad progresiva, capacidad
de reconocimiento y unién con la zona pelicida asi como de fusiéon con la membrana
plasmaética del ovocito. Se sabe que algunas proteinas unidas a la membrana espermatica son
similares a aquellas existentes en el plasma seminal, lo que sugiere que estas son procedentes
de la interaccién de los productos secretorios de las gldndulas anexas con las células
espermaticas. De este modo, la determinacion de los componentes del plasma seminal podria
ser considerada una forma de evaluacién del semen. Los estudios indican que el plasma
seminal desempefia varias funciones en el metabolismo espermdtico y el proceso de
fertilizacion, entre las que se incluyen: activacién de la motilidad, actividad antimicrobiana,
neutralizacion de los metabolitos de los espermatozoides y proteccién contra acrosina por
inhibidores de la proteasa. Ademds, interviene en la capacitacién espermadtica y respuesta
inflamatoria post-coital en el ttero de las yeguas. Por lo tanto, el estudio del perfil bioquimico
y de las proteinas del plasma seminal permite el aislamiento y caracterizacién de substancias
correlacionadas positivamente con la criopreservacion y la fertilidad del semen de caballo, lo
que permite mejorar las técnicas de almacenamiento y la identificacién precoz de animales
fértiles en relacion con los sub-fértiles.

Palabras claves: plasma seminal, espermatozoides, criopreservacion, fertilidad, equino
INTRODUCAO

A espécie eqiiina possui baixos indices de fertilidade quando comparada com as demais
espécies domésticas. Parte dessas observacoes relaciona-se ao fato de que a eqiiinocultura ndo
seleciona os animais pela fertilidade. Além disso, hd tendéncias de se atribuir a fémea os
problemas de infertilidade, comprometendo uma avaliagdo mais criteriosa envolvendo o
macho (1).

Dentre os fatores que podem alterar os indices reprodutivos, a qualidade seminal
assume um efeito considerdvel. Neste contexto, estudos tém sido conduzidos com o objetivo
de correlacionar resultados de investigacdes laboratoriais com aqueles dos testes de
fertilidade.

Sabe-se que o plasma seminal exerce varias fun¢des sobre o metabolismo espermatico e
o processo de fecundacdo como: ativacdo da motilidade espermatica, acdo antimicrobiana,
neutraliza¢do dos metabdlitos espermaticos, protecao contra a acrosina por meio de inibidores
de proteases, entre outros. Além disso, € mediador da capacitacdo espermdtica e da resposta
inflamatdria pés-coital no ttero de éguas (2, 3).
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Entretanto, as técnicas de criopreservagdo de s€émen equino preconizam a retirada do
plasma seminal, uma vez que a presenca do plasma seminal promove um efeito deletério
sobre a preservagao das células espermaticas (4).

Apesar de alguns estudos terem demonstrado que as proteinas aderidas a membrana
espermatica serem semelhantes aquelas existentes no plasma seminal, a comprovacdo da
fertilidade de espermatozoéides colhidos da cauda do epididimo tem questionado a necessidade
dos componentes do plasma seminal no processo de fertilizacdo, ja que estes sdo capazes de
fertilizar o odcito, sem nenhum contato prévio com as secre¢does das glandulas anexas (5-7).

O isolamento e caracterizacdo dos componentes do plasma seminal possibilitam a
avaliacdo de sua influéncia sobre as células espermdticas, o aprimoramento das técnicas de
armazenamento e a identificacdo precoce de animais férteis em relacdo aqueles subférteis. O
presente trabalho tem por objetivo revisar os componentes do plasma seminal e sua correlagdo
com a criopreservacao e a fertilidade de espermatozéides equinos.

REVISAO DE LITERATURA
Maturacao Espermatica Pés-testicular

Os espermatozdides ao sairem do testiculo ainda ndo sdo capazes de fertilizar o odcito.
A medida que passam pelo epididimo, os espermatozdides sofrem importantes alteracdes
morfofuncionais, onde passam a ter capacidade fecundante (8).

O epididimo € anatomicamente conectado ao testiculo e pode ser dividido em cabecga,
corpo e cauda. Cada regido secreta substancias especificas que promovem mudancas na
composi¢do quimica e protéica do fluido epididimario, essenciais para a manutencdo da
viabilidade da célula espermaética (9).

As mudancas funcionais envolvem alteracdes do padrdo de atividade flagelar e
habilidade de se ligar a zona pelicida. Mudangas na composicdo da membrana plasmatica
contribuem para estas mudancgas funcionais. Elas sdo refletidas por mudangas na carga elétrica
da superficie celular, ligacao de lecitinas, distribui¢ao de particulas intramembranosas, fluidez
da membrana, composi¢do de lipideos e proteinas e ligacdo de anticorpos (10).

Portanto, tanto os eventos da espermatogé€nese quanto a maturacdo pos-testicular sao
necessarios para a competéncia das células espermaticas frente a fertilizacao (10).

Plasma Seminal

O sémen € composto por duas fragdes distintas: os espermatozdides, que compdem
menos que 1% do volume total e o plasma seminal (11). O plasma seminal consiste em um
fluido produzido pela rede testis, epididimo e glandulas acessorias, sendo expelido em fracdes
durante a ejaculag¢do por meio de contragdes uretrais (4).

A primeira por¢do ejaculada é a fracdo pré-espermdtica, translicida, e provém das
glandulas bulbouretrais e da prdstata. Esta fracdo possui a funcdo de limpeza da uretra. A
segunda fragdo possui aspecto leitoso, € rica em espermatozdides, glicerilfosforilcolina (GPC)
e ergotineina, e € composta por secrecoes do epididimo e da ampola do ducto deferente. A
terceira por¢cdo contém poucos espermatozoéides, porém grandes quantidades de 4cido citrico e
gel proveniente das glandulas vesiculares, com a fun¢@o de carrear os poucos espermatozdides
que restaram na uretra (12).

O volume do ejaculado do garanhdo pode chegar a 200 mL, sendo 10 a 20 vezes maior
do que o ejaculado de touros e 50 a 100 vezes maior do que o ejaculado de carneiros.
Entretanto, o nimero total de espermatozdides por ejaculado € similar nas trés espécies,
demonstrando a grande contribui¢do do plasma seminal no s€men de equinos (13).
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Principais Componentes do Plasma Seminal

Alguns constituintes do plasma seminal equino ja foram isolados e identificados,
entretanto informacdes sobre sua origem, estrutura e fun¢des continuam limitados (14). A
variabilidade individual entre garanhdes com relacdo a composicdo bioquimica e protéica do
plasma seminal (15) dificulta a obtencdo de resultados consistentes em relacdo a estes
componentes.

Proteinas

A maioria das proteinas presentes no plasma seminal € proveniente do epididimo e estio
envolvidas na remodelacio da membrana espermadtica, que ocorre durante o transito
epididimério e apds a ejaculacio (9).

A secrecdo de proteinas no epididimo € altamente regionalizada, sendo a cabeca e o
corpo as regides mais ativas. Na espécie equina, cerca de 73% dos compostos protéicos sao
secretados na cabega do epididimo (9, 10).

As proteinas epididimdrias adquiridas pela membrana espermatica durante o transito
epididimério sdo classificadas de acordo com o tipo de interagdo com a célula espermatica.
Podem ocorrer ligagdes fracas, responsaveis pela quiescéncia dos espermatozdides; ligacoes
fortes, importantes no trato reprodutivo da fémea e na fertilizacdo; modificacdes das proteinas
da membrana plasmética, encobrindo ou expondo receptores; ou presenca de proteinas livres
no fluido epididimério, colaborando com a manuten¢ao do meio (16).

Em relacdo as proteinas provenientes do plasma seminal, oito proteinas de baixo peso
molecular (14 a 30 kDa) foram isoladas e caracterizadas, e sdo denominadas proteinas do
plasma seminal eqiiino (HSP-1 a HSP-8). Todas as HSP agregam-se a superficie espermatica
durante a ejaculagdo, exceto a HSP-4 (17).

Até o momento, sabe-se que a maioria das proteinas seminais pertence a trés grupos, sao
elas: proteinas transportadoras de dois ou quatro mdédulos de fibronectina tipo II (Fn-2),
proteinas secretorias ricas em cisteina (CRISPs), e as espermadesinas (4).

As proteinas do grupo Fn-2 apresentam nimero varidvel de dominios de fibronectina do
tipo II e estdo presentes ao longo de todo o trato reprodutivo masculino, sendo expressas no
corpo e cauda do epididimo e na ampola do ducto deferente (18). Essas proteinas interagem
especificamente com colina-fosfolipidios da membrana plasmética do espermatozéide no
momento da ejaculacdo e possuem habilidade de se ligar a heparina. A heparina é
estruturalmente semelhante aos glicosaminoglicanos (GAGs), estes sdo secretados em grandes
quantidades no oviduto e nos fluidos uterinos durante a fase folicular da égua, e parece mediar
o processo de capacitacdo espermatica por meio do efluxo de colesterol e fosfolipideos (19).

As proteinas HSP-1 e HSP-2 representam 70-80% das proteinas totais do plasma
seminal equino e pertencem ao grupo das proteinas Fn-2, sendo caracterizadas pela habilidade
de ligagao a heparina (18).

O segundo grupo de proteinas importantes em equinos € representado pelas CRISP,
estas sdo caracterizadas por apresentarem 16 residuos de cisteina em sua estrutura molecular e
sdo divididas em CRISP1, CRISP2 e CRISP3. A CRISP 1 € expressa ao longo do epididimo,
enquanto a CRISP 2 € expressa no testiculo, epididimo e glandulas vesiculares. Segundo
Topfer-Petersen et al. (17), foi observada a completa perda de expressao de CRISP 2 no
testiculo e no epididimo de um garanhao criptorquidico.

Em maior quantidade, proteinas da classe CRISP 3 sdo expressas desde o epididimo até
o resto do trato genital, com alta expressao na ampola do ducto deferente. As CRISPs sao
expressas sob controle androgénico e ligam-se na regido equatorial, pds-acrossomal e na peca
intermedidria dos espermatozdides, estando intimamente relacionadas com a fusdo do
espermatozdide ao odcito. A proteina HSP-3 pertence ao grupo CRISP, sendo estruturalmente
semelhante as proteinas deste grupo (20).
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As espermadesinas possuem de 110 a 113 aminodcidos na sua estrutura e compreendem
um Unico dominio CUB (dominio protéico) estabilizado por pontes dissulfidicas. Estas
proteinas sdo multifuncionais e exibem habilidade para se ligar a heparina, a inibidores de
proteinase, fosfolipideos e a carboidratos (17). A HSP-7 é a maior representante das
espermatodesinas em garanhdes, e € secretada durante o trajeto do espermatozéide pelo ducto
epididimério. Esta se liga a zona peldcida intacta, mostrando seu papel na interacdo
espermatozdide-zona pelicida (21).

Além disso, o plasma seminal possui evidente efeito imunossupressor sobre a
endometrite pds-cobertura, por meio da supressdo da ativacdo do complemento e da
quimiotaxia das células polimorfonucleares. Estudos indicam que esta atividade
imunossupressora estd relacionada com a presenga de determinadas proteinas no plasma

seminal, ao impedir a ligacdo do espermatozdide as células polimorfonucleares (3, 22).

Enzimas

A grande maioria das enzimas encontradas no plasma seminal funciona como agente
antioxidante, prevenindo a peroxidag¢do dos lipideos de membrana pelas espécies reativas ao
oxigénio e, conseqiientemente, fragmentagao do DNA espermadtico (23).

A catalase, super6xido dismutase (SOD) e o sistema glutationa peroxidase/redutase
(GPx/GRD) sdo as principais enzimas com a¢do antioxidante encontradas no sémen (24). O
plasma seminal eqiiino possui uma alta atividade da enzima catalase, e esta provém
principalmente das secrecdes prostaticas (25).

A enzima aspartame-amino-transferase (AST) presente no plasma seminal equino
parece estar correlacionada com a motilidade dos espermatozéides. Defeitos na membrana
plasmdtica do espermatozodide na regido da peca intermedidria, onde localiza-se a AST, levam
a perda desta enzima, causando o bloqueio da producdo de adenosina trifosfato (ATP),
responsavel pela cinética espermatica (26).

A enzima fosfatase alcalina (FA) € expressa em grandes quantidades nos testiculos e
epididimos. A quantificacio desta enzima pode ser utilizada como marcador para diferenciar
azoospermia verdadeira (altos niveis de FA) de falhas na ejaculag¢do (baixos niveis de FA) e
azoospermia por bloqueio da ampola do ducto deferente (27).

Hormonios

As secrecdes dos Orgaos acessorios do trato genital masculino sdo essenciais para o
desenvolvimento e a maturacio dos espermatozdides. Em equinos, a presenca de
prostaglandinas (PGF,, ¢ PGE,), estrégeno e ocitocina estd associada ao transporte
espermadtico e a eliminacdo de espermatozdides ndo vidveis, auxiliando na limpeza uterina de
éguas susceptiveis a endometrite (3).

Particularmente em garanhdes, grandes quantidades de estrégeno sdo produzidas pelos
testiculos, principalmente pelas células germinativas (28). O papel fisiol6gico do alto nivel de
estrégeno no plasma seminal de garanhdes ainda ndo estd elucidado. Entretanto, em suinos, o
estrégeno em tais niveis promove o aumento da contratilidade uterina, facilitando o transporte
espermatico (29).

Estudos em roedores e suinos indicam que a prostaglandina E, (PGE;) promove um
efeito local na camada muscular longitudinal do oviduto levando ao aumento do didmetro
luminal (30). Um mecanismo regulatério similar ocorre em éguas, a PGE,; é responsavel pelo
transporte do embrido e parece facilitar a passagem dos espermatozdides ao longo do oviduto
(3).

A presenca de prostaglandina F», e ocitocina no plasma seminal estd relacionada a
contragdo do miométrio. As contragdes uterinas agem fisicamente para a remocao de liquido
acumulado e produtos nocivos resultantes do processo de inflamacdo apds a cobertura ou
inseminacao artificial (3).
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Ions

A fungao espermatica € altamente dependente do ambiente i6nico. A composicao idnica
do plasma seminal varia entre as fracdes do ejaculado, e também entre animais da mesma
espécie. As concentracdes de célcio, fosfato inorganico e magnésio s@o maiores na fracao
espermatica, composta por secrecdes do epididimo e da ampola do ducto deferente (4).

O fon cdlcio € um importante regulador da fisiologia espermdtica, apresenta-se em
grandes concentragdes nos produtos secretorios da prostata, da glandula vesicular e do
epididimo. Este {fon € apontado como desencadeador da reacdo acrossémica em
espermatozéides de mamiferos, e diversas evidéncias mostram seu envolvimento na
motilidade (31).

O magnésio desempenha um papel fundamental como co-fator em mais de 300 reacdes
enzimaticas que envolvem o metabolismo energético e a sintese de 4cidos nucléicos. Sabe-se
ainda que o magnésio € considerado um marcador da secrecdo das vesiculas seminais e que
age como antagonista intracelular do célcio (31).

O zinco € originado principalmente da préstata, e desempenha um papel importante na
motilidade espermitica, exercendo atividade protetora antioxidante. E considerado também
como fator antimicrobiano para bactérias gram-negativas e positivas (32).

O cobre é essencial para a funcionalidade de algumas enzimas. A enzima Cu-Zn-
super6xido dismutase (SOD), envolvida na protecdo dos espermatozdides contra radicais
livres, e a enzima citocromo oxidase, responsdvel pelo fornecimento de energia e pela
imunidade celular e humoral, sdo dependentes do ion cobre. Estudos indicam que elevados
niveis de cobre reduzem o processo oxidativo e a glicdlise, o que pode levar a imobilidade e
reducdo de viabilidade dos espermatozdéides (33).

Influéncia do Plasma Seminal na Criopreservacao de Espermatozoides Equinos

As técnicas de congelacdo de s€émen equino preconizam a retirada do plasma seminal,
uma vez que estudos demonstraram efeito deletério sobre a preservacdo das células
espermaticas quando este ndo € removido do sémen (4).

Rigby et al. (34) demonstraram que o efeito do plasma seminal sobre a motilidade
espermadtica para alguns garanhdes pode ser prejudicial e se torna mais evidente em condi¢des
de refrigeracdo. Animais que apresentavam redugdo acentuada da motilidade espermatica
ap6s o processo de refrigeragdo convencional (5°C/24-48h), demonstraram um aumento na
cinética espermatica quando ha a remogao parcial do plasma seminal antes da refrigeracao.

Alghamdi et al. (35) demonstraram que a adi¢do de plasma seminal em concentra¢io
reduzida (<5%) melhora a qualidade do sémen descongelado, ocorrendo o oposto quando
houve a remocdo total ou adicdo de altas concentragdes (10-30%) de plasma seminal. No
entanto, Moore et al. (36) verificaram que a criopreservacao de espermatozoides com mais de
80% de plasma seminal ndo alterou a motilidade espermética.

Diversos trabalhos demonstram que a criopreservagao do s€men aumenta a produgao de
ROS (espécies reativas ao oxigénio). As ROS induzem dano ao DNA espermadtico e causam
rapida perda do potencial fertilizante dos espermatozdides por meio da peroxidagdo lipidica
da membrana plasmaética (37).

Agentes antioxidantes enzimadticos (catalase, superéxido desmutase, glutationa
peroxidase) e ndo enzimdticos (albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, dcido ascorbico,
tocoferol e ergotionina) sdo encontrados no plasma seminal, a fim de proteger os
espermatozoéides do dano celular causado pelo estresse oxidativo (38).

Kankofer et al. (39) investigaram a atividade das enzimas catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase, em sémen eqiiino resfriado. Observaram que a preservacao
do sémen por 24 horas a 5°C ndo alterou a atividade enzimética, bem como nido aumentou a
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lipoperoxidagdo, sugerindo que a atividade das enzimas inibe a peroxidacdo dos lipidios da
membrana pelas ROS.

Almeida (24) avaliou diferentes concentracdes de plasma seminal (0%, 5%, 25% e
50%) na protecdo contra o estresse oxidativo e danos aos espermatozdides eqiiinos
criopreservados, e concluiu que a adicdo de plasma seminal protege contra a peroxidacao
lipidica durante a criopreservacdo. Entretanto, quando utilizado em concentracdes acima de
25%, leva a uma reducdo na viabilidade dos espermatozdides, indicando que baixas
concentracdes de plasma seminal sdo essenciais para a manutengdo da qualidade espermatica.

A criopreservagao de espermatozoéides eqiiinos também estd associada ao aumento da
fragmentacdo do DNA, sendo prejudicial a manutencdo da integridade do material genético.
Um dos motivos pode estar relacionado com a retirada do plasma seminal, que confere
protecdo aos espermatozoides contra o estresse oxidativo (24, 40). No entanto, Love et al.
(41) constataram que a remog¢ao prévia de plasma seminal do s€émen eqiiino refrigerado por
24-48 horas conferiu protecdo a integridade do DNA espermético. Além disso, danos ao DNA
aumentaram a medida que foi adicionado plasma seminal as amostras, sugerindo que
substancias que compdem o plasma seminal sdo prejudiciais a integridade do DNA
espermatico.

Estudos relataram que a adicao de plasma seminal de garanhdes de alta congelabilidade
ao sémen de animais de baixa congelabilidade melhorou a resisténcia ao processo de
congelacdo e descongelacdo, ocorrendo o oposto quando se adicionou plasma seminal
proveniente de garanhdes de baixa congelabilidade. Este trabalho demonstrou que a
variabilidade individual na composicao do plasma seminal € um dos fatores que determinam a
congelabilidade do s€émen de garanhdes (42).

Apesar da evidente influéncia do plasma seminal sobre a viabilidade espermatica,
estudos demonstraram que espermatozoéides epididimarios sao mais resistentes ao processo de
criopreservacao do que espermatozdides ejaculados (43, 44). Acredita-se que as mudancas no
conteido e composicdo dos lipideos da membrana plasmética que ocorrem no contato dos
espermatozéides com o plasma seminal durante a ejaculacdo conferem maior fluidez a
membrana plasmatica e, consequentemente, menor resisténcia ao choque térmico (43).

A grande variabilidade dos resultados obtidos com plasma seminal deve-se
principalmente a utilizacdo de diferentes métodos de pesquisa. Fatores como dilui¢do,
temperatura, tempo, método de centrifugacdo e variacdo individual entre garanhdes afetam a
viabilidade espermadtica durante o armazenamento (4).

Influéncia do Plasma Seminal na Fertilidade de Espermatozdides Equinos

O sucesso da reproducdo depende de uma cascata de eventos, primeiramente da
espermatogénese, que corresponde ao processo de divisdo e diferenciacdo das células
espermaticas ainda no testiculo. Em seguida, durante o transito epididimadrio e a ejaculagao, os
espermatozdides entram em contato com diferentes secre¢des provenientes das glandulas
acessorias que promovem importantes mudangas na composi¢do da membrana espermatica e
nas proteinas de superficie. Na seqiiéncia, os espermatozdides sdo capacitados durante a
passagem pelo trato genital feminino, e sofrem a reacdo acrossomal, até que um deles seja
capaz de penetrar a zona pelicida e, finalmente, fundir-se com o odcito (45).

Relatos na literatura sobre o perfil eletroforético de proteinas do plasma seminal de
equinos indicam que certas proteinas demonstram relacio com a fertilidade de
espermatozdides equinos. Da mesma forma, estas possuem propriedades bioldgicas
semelhantes a de proteinas do plasma seminal de outros mamiferos que estimulam ou inibem
a fertilidade, podendo ser utilizadas como marcadores de fertilidade (4, 46, 47).

Recentemente, Heise et al. (48) verificaram a influéncia do plasma seminal na
fertilidade de espermatozéides epididimarios equinos. Constatou-se que a exposicao destes

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 176

espermatozdides ao plasma seminal aumenta a taxa de concepcao quando utilizado a fresco ou
congelado. Contudo, Morris et al. (49) ndo obtiveram resultados similares, onde a adicao de
plasma seminal aos espermatozdéides criopreservados da cauda do epididimo de garanhdes nao
demonstrou influéncia sobre os indices de concepcdo, independente do método de
inseminacao (histeroscopia ou pipeta flexivel).

No entanto, a funcdo das secrecOes das glandulas anexas durante o processo de
fertilizac@o ainda é duvidosa. Muitos estudos t€m questionado sua necessidade no processo de
fertilizacdo, visto que os espermatozoéides do epididimo sdo capazes de fertilizar o odcito, ou
seja, sem nenhum contato com o produto de secrecao destas glandulas (5-7).

CONSIDERACOES FINAIS

O efeito do plasma seminal sobre a congelabilidade e a fertilidade de espermatozdides
equinos permanece controverso, ja que relatos de literatura sdo conflitantes. Do mesmo modo,
comparacdes diretas entre os varios estudos tornam-se dificeis, devido a grande variabilidade
individual com relacdo a composi¢do do plasma seminal e a utilizacdo de diferentes métodos
de pesquisa, como taxa de diluicdo, temperatura, tempo ou método de centrifugacio.

O estudo do perfil bioquimico e proteico do plasma seminal permite o isolamento e
caracterizacdo de substancias correlacionadas positivamente com a criopreservacdo e a
fertilidade do sémen de garanhdes, possibilitando o aprimoramento das técnicas de
armazenamento de espermatozdides equinos e a identificagdo segura e precoce de animais
férteis em relacdo aqueles subférteis.

Novas pesquisas devem ser realizadas no intuito de ampliar os conhecimentos sobre a
influéncia dos componentes do plasma seminal na célula espermdtica e se este é essencial
durante o processo de fertilizagdo, visto que foi comprovado que os espermatozdides
recuperados da cauda do epididimo sdo capazes de fertilizar o odcito, ou seja, sem nenhum
contato com o produto de secre¢do das glandulas anexas.

REFERENCIAS

1. Pimentel CA. Aspectos da patologia espermadtica e a fertilidade no garanhdo. In: Anais do
Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal; 1989, Belo Horizonte. Belo Horizonte:
CBRA; 1989. v.8, p.127-32.

2. Elzanaty S, Richthoff J, Malm J, Giwercman A. The impact of epididymal and accessory
sex gland function on sperm motility. Hum Reprod. 2002;17:2904-11.

3. Troedsson MHT, Desvousges AS, Alghamdi AS, Dahms B, Dow CA, Hayna J, et al.
Components in seminal plasma regulating sperm transport and elimination. Anim Reprod
Sci. 2005;89:171-86.

4. Kareskoski M, Katila T. Components of stallion seminal plasma and the effects of seminal
plasma on sperm longevity. Anim Reprod Sci. 2008;107:249-56.

5. Papa FO, Melo CM, Fioratti EG, Dell’Aqua Junior JA, Zahn FS, Alvarenga MA. Freezing
of stallion epididymal sperm. Anim Reprod Sci. 2008;107:293-301.

6. Guasti PN. Efeito do meio diluidor e da dose inseminante sobre a congelabilidade e
fertilidade de espermatozoides colhidos da cauda do epididimo [dissertacdo]. Botucatu:
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2010.

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 177

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Monteiro GA. Criopreservagdo e fertilidade de espermatozédides recuperados da cauda do
epididimo [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista; 2010.

. Barth AD, Oko RJ. Abnormal morphology of bovine spermatozoa. Iowa: Iowa State

University Press; 1989.

Dacheux JL, Gatti JL, Dacheux F. Contribution of epididymal secretory proteins for
spermatozoa maturation. Microsc Res Tech. 2003;61:7-17.

Gatti JL, Castella S, Dacheux F, Ecroyd H, Metayer S, Thimon V, et al. Post-testicular
sperm environment and fertility. Anim Reprod Sci. 2004;82-83:321-39.

Wite RG. Secrecdes do trato reprodutivo masculino e plasma seminal. In: Hafez ESE.
Reproducdo animal. 4a ed. Sao Paulo: Manole; 1988. p.212-28.

Amann RP, Graham JK. Spermatozoal function. In: Mckinnon AO, Voss JL. Equine
reproduction. Philadelphia: Saunders; 1993. p.715-45.

Varner DD, Blanchard TL, Love CL, Garcia MC, Kenney RM. Effects of semen
fractionation and dilution ratio on equine spermatozoal motility parameters.
Theriogenology. 1987;28:709-23.

Mcdowell KJ, Little TV, Timoney PJ, Adams MH. Characterization of proteins in the
seminal plasma of stallions, geldings and geldings supplemented with testosterone. J Vet
Sci. 1996;61:33-7.

Zahn FS. Avaliacdo dos constituintes bioquimicos e protéicos do plasma seminal e do
soro sangiiineo e das proteinas de membrana espermdtica e sua correlagdio com a
qualidade do sémen congelado em garanhdes [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2006.

Marengo SR. Maturing the sperm: unique mechanisms for modifying integral proteins in
the sperm plasma membrane. Anim Reprod Sci. 2008;105:52-63.

Topfer-Petersen E, Ekhlasi-Hundrieser M, Kirchhoff C, Leeb T, Sieme H. The role of
stallion seminal proteins in fertilization. Anim Reprod Sci. 2005;89:159-70.

Ekhalasi-Hundrieser M, Schafer B, Kirchhof C, Hess O, Bellair S, Miiller P, et al.
Structural and molecular characterization of equine sperm-binding fibronectin-II module
proteins. Mol Reprod Dev. 2005;70:45-57.

Manjunath P, Thérien 1. Role of seminal plasma phospholipid-binding proteins in sperm
membrane lipid modification that ocurrs during capacitation. J Reprod Immunol.
2002;53:109-19.

Schambony A, Hess O, Gentzel M, Topfer-Petersen E. Expression of CRISP proteins in
the male equine genital tract. J Reprod Fertil. 1998;53:67-72.

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 178

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Reinert M, Calvete JJ, Sanz L, Mann K, Topfer-Petersen E. Primary structure of stallion
seminal plasma protein HSP-7, a zona-pellucida-binding protein of the spermadhesin
family. Eur J Biochem. 1996;242:636-40.

Alghamdi AS, Foster DN, Troedsson MHT. Equine seminal plasma binding to
polymorphonuclear neutrophils (PMN) and improves the fertility of fresh semen
inseminated into inflamed uteri. Reproduction. 2004;127:593-600.

Lewis SEM, Sterling ESL, Young IS. Comparision of individual antioxidants of sperm
and seminal plasma in fertile and infertile men. Fertil Steril. 1997;67:142-7.

Almeida JL. Efeito de diferentes concentragdes de plasma seminal na criopreservacdao do
sémen equino [dissertagdo]. Brasilia: Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria,
Universidade de Brasilia; 2006.

Ball BA, Gravance CG, Medina V, Baumber J, Liu IK. Catalase activity in equine semen.
Am J Vet Res. 2000;61:1026-69.

Colenbrander B, Fazelli AR, Van Buiten A, Parlevliet J, Gadella BM. Assessment of
sperm cell membrane integrity in the horse. Acta Vet Scand. 1992;88:49-58.

Turner RMO, McDonnell SM. Alkaline phosphatase in stallion semen: characterization
and clinical applications. Theriogenology. 2003;60:1-10.

Hess RA. Estrogen in the adult male reproductive tract: a review. Reprod Biol
Endocrinol. 2003;1:52.

Claus R, Ellendorf F, Hoang-Vu C. Spontaneous electromyographic activity throughout
the cycle in the sow and its change by intrauterine oestrogen infusion during oestrus. J
Reprod Fertil. 1989;87:543-51.

Rodriguez-Martinez H, Einarsson S. Influence of prostaglandins on the spontaneous
motility of pig oviducts. Anim Reprod Sci. 1985;8:259-79.

Wong WY, Flik G, Groenen PMW, Swinkles DW, Thomas CMG, Copius-Peereboom
JHJ, et al. The impact of calcium, magnesium, zinc, and copper in blood and seminal
plasma on semen parameters in men. Reprod Toxicol. 2001;15:131-6.

Barrier-Battut I, Delajarrad H, Legrand E, Bruyas JF, Fiéni F, Tainturier D, et al.
Calcium, magnesium, copper and zinc in seminal plasma of fertile stallions, and their
relationship with semen freezability. Theriogenology. 2002;58:229-32.

Leonard-Marek S. Influence of drugs, pollution and trace elements on male fertility. In:
Busch W, Holzmann A. Andrology in veterinary medicine. Schattauer: Stuttgart; 2001.
p-474-81.

Rigby SL, Brinsko SP, Cochran M, Blanchard TL, Love CC, Varner DD. Advances in
cooled semen technologies: seminal plasma and semen extender. Theriogenology.
2001;68:171-80.

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 179

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Alghamdi AS, Troedsson MH, Xue JL, Crabo BG. Effect of seminal plasma
concentration and various extenders on post-thaw motility and glass wool-Sephadex
filtration of cryopreserved stallion semen. Am J Vet Res. 2002;63:880-5.

Moore Al, Squires EL, Graham JK. Effect of seminal plasma on the cryopreservation of
equine spermatozoa. Theriogenology. 2005;63:2372-81.

Ball BA, Vo AT, Baumber J. Generation of reactive species by equine spermatozoa. Am
J Vet Res. 2001;62:508-15.

Bustamante Filho IC. Estresse oxidativo na criopreservagdo do sémen equino
[dissertacdo]. Porto Alegre: Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul; 2006.

Kankofer M, Kolm G, Aurich J, Aurich C. Activity of glutathione peroxidase, superoxide
dismutase and catalase and lipid peroxidation intensity in stallion semen during storage at
50C. Theriogenology. 2005;63:1354-65.

Baumber J, Ball BA, Linfor JJ, Meyers SA. Reactive oxygen species and
cryopreservation promote DNA fragmentation in equine spermatozoa. J Androl. 2003;
24:621-8.

Love CC, Brinsko SP, Rigby SL, Thompson JA, Blanchard TL, Varner DD. Relationship
of seminal plasma level and extender type to sperm motility and DNA integrity.
Theriogenology. 2005;63:1584-91.

Aurich JE, Kiithne A, Hoppe H, Aurich C. Seminal plasma affects membrane integrity
and motility of equine spermatozoa after cryopreservation. Theriogenology. 1996;
46:791-7.

Johnson L, Amann RP, Pickett BW. Maturation of equine epididymal spermatozoa. Am J
Vet Res. 1980;41:1190-6.

Monteiro GA, Papa FO, Guasti PN, Freitas NPP, Melo CM, Avanzi BR, et al. Fertilidade
de espermatozdides recuperados da cauda do epididimo de garanhdes subférteis. Vet
Zootec. 2011;18:255-63.

Leeb T, Sieme H, Topfer-Petersen E. Genetic markers for stallion fertility — lessons from
humans and mice. Anim Reprod Sci. 2005;89:21-9.

Brandon CI, Heusner GL, Caudle AB, Fayer-Hosken. Two-dimensional polyacrylamide
gel electrophoresis of equine seminal plasma proteins and their correlation with fertility.
Theriogenology. 1999;52:863-73.

Novak S, Smith TA, Paradis F, Burwash L, Dyck MK, Foxcroft GR, et al. Biomarkers of
in vivo fertility in sperm and seminal plasma of fertile stallions. Theriogenology.
2010;74:956-67.

Heise A, Kahn W, Volkmann DH, Thompson PN, Gerber D. Influence of seminal plasma
on fertility of fresh and frozen-thawed stallion epididymal spermatozoa. Anim Reprod
Sci. 2010;118:48-53..

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 180

49. Morris L, Tiplady C, Allen WR. The in vivo fertility of cauda epididymal spermatozoa in
the horse. Theriogenology. 2002;58:643-6.

Recebido em: 02/08/11
Aceito em: 26/04/12

Guasti PN, Monteiro GA, Papa FO. Componentes do plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagio e
fertilidade de espermatozoides equinos. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 169-180



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 181

CONTRIBUICAO DA ULTRASSONOGRAFIA PARA O DIAGNOSTICO DA
DISPLASIA RENAL EM CAES

Viviam Rocco Babicsak'

Karen Maciel Zardo'

Débora Rodrigues dos Santos'
Alexandra Frey Belotta'

Hugo Salvador Oliveira'

Maria Jaqueline Mamprim®

Vania Maria de Vasconcelos Machado®
Luiz Carlos Vulcano®

RESUMO

A displasia renal é uma doenca congénita causadora de nefropatia cronica em individuos
jovens, cujo diagndstico se da por do exame histopatoldgico. A ultrassonografia é um método
complementar que pode auxiliar na identificacdo de alteracdes renais. Neste relato
descrevemos os aspectos ultrassonogréficos renais de trés caes com displasia renal.

Palavras-chave: ultrassonografia, displasia renal, canino.

ULTRASONOGRAPHIC CONTRIBUTION TO THE DIAGNOSIS OF RENAL
DYSPLASIA IN DOGS

ABSTRACT

Renal dysplasia is a congenital disease that causes chronic kidney disease in young
individuals, whose diagnosis is made through histopathological examination. Ultrasound is a
complementary method that may aid the identification of renal changes. In this report we
describe the renal sonographic aspects of three dogs with renal dysplasia.

Keywords: ultrasound, renal dysplasia, canine.

CONTRIBUCION DE LA ECOGRAFIA PARA EL DIAGNOSTICO DE DISPLASIA
RENAL EN PERROS

RESUMEN

La displasia renal es una enfermedad congénita que causa una nefropatia crénica en animales
jovenes y cuyo diagndstico se realiza mediante el examen histopatoldgico. La ecografia es un
método complementar que puede ayudar en la identificacion de las alteraciones sonogréficas
renales. En este informe se describen los aspectos ecogréficos de los rifiones de tres cdnidos
con displasia renal.

Palabras clave: ecografia, displasia renal, canino.
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INTRODUCAO

A displasia renal € uma doenca caracterizada por um desenvolvimento desorganizado
do parénquima renal como resultado de uma anormalidade na nefrogénese (1). Essa
enfermidade pode ter origem hereditaria ou adquirida, sendo a obstru¢do ureteral intrauterina,
a infeccdo neonatal por herpesvirus e os agentes teratogénicos, os seus possiveis causadores
(2,3). Essa afeccdo, que evolui para uma nefropatia cronica em animais jovens, ja foi
diagnosticada em diversas ragas, incluindo cairn terriers (1), lhasa apso, shih tzu, poodle,
chow chow, schnauzer miniatura (4), cocker spaniel (5), bull mastiff (6), finnish harriers,
boxer (7), entre outros.

Os animais acometidos por essa enfermidade geralmente comecam a apresentar os
sinais clinicos de nefropatia entre um e dois anos de idade. Anorexia, letargia, perda de peso,
politiria, polidipsia e &mese sdo os sinais clinicos mais observados nesses individuos, que
geralmente apresentam desidratacdo, ulceracdo oral, halitose e palidez de mucosas, ao exame
fisico. Os exames laboratoriais comumente indicam azotemia, hiperfosfatemia, isostendria e
anemia arregenerativa (4).

O diagndstico dessa enfermidade € realizado por meio da identificacdo de glomérulos
imaturos ou fetais, hiperplasia ou proliferacdo adenomatéide dos ductos coletores medulares e
mesenquima persistente na medula renal no exame histopatolégico (2). No entanto, a
ultrassonografia, por permitir a avaliacio do tamanho, formato e arquitetura interna renal,
pode sugerir a existéncia dessa nefropatia assim como, determinar o progndstico do paciente
(8). Neste estudo descrevemos os achados ultrassonograficos renais de trés caes com displasia
renal.

RELATO DE CASO
Caso 1

O primeiro caso de displasia renal trata-se de um animal macho da raca doberman
pinscher de dois anos cujo exame ultrassonografico revelou a existéncia de rins com
dimensdes diminuidas e margens irregulares. Auséncia de arquitetura normal renal e elevacao
generalizada da sua ecogenicidade foram visibilizadas no exame ultrassonografico. Além
disso, pela ultrassonografia também foi possivel observar imagens hiperecogénicas focais,
formadoras de sombra actstica, localizadas em regido média da face ventral renal bilateral
(mineralizagdes). (Figura 1)

Caso 2

O segundo caso refere-se a um cdo macho de um ano da raca lhasa apso. A
ultrassonografia revelou a presencga de rins com dimensdes diminuidas, contornos irregulares
e perda da arquitetura renal. Bilateralmente, em regido cortical renal foi observada uma
ecotextura grosseira hiperecogénica e em regido subcapsular, discreta colec@o de liquido livre.
Além dessas alteracdes, foram observadas algumas dreas hiperecogénicas formadoras de
discreta sombra acustica em cOrtex renal direita (mineralizagdes) e dreas circulares
circunscritas com conteido anecogénico formador de reforgo acustico posterior, medindo
0,29 centimetros de didmetro, na mesma regido renal bilateral, sendo mais evidente no rim
esquerdo (4reas cisticas). (Figura 2)
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RIM ESQ

1 L 543 cm|
Figura 1. Imagem ultrassonografica do rim esquerdo do cdo um, demonstrando a perda da
arquitetura renal e a presenca de formacdes de sombra acustica decorrente de mineraliza¢des
(seta).

RIM ESQ

1L 3.04cm
Figura 2. Imagem ultrassonografica do rim esquerdo do cdo dois ilustrando a perda da
arquitetura renal.

Caso 3

O terceiro caso foi diagnosticado em uma fémea da raca lhasa apso de nove meses, a
ultrassonografia revelou rins com dimensdes diminuidas, contornos pouco definidos e
irregulares, e perda total de relacdes e delimitacdes corticomedulares. Além disso, foi
constatado também um aumento de ecogenicidade generalizado do parénquima renal.
Algumas dreas circulares circunscritas apresentando conteido anecogénico, medindo
aproximadamente 0,54 cm de didmetro, com refor¢o acustico posterior, foram observadas em
polo cranial de ambos os rins (cistos renais). Mineralizacdes no parénquima renal direito
também foram identificadas. (Figura 3)
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Figura 3. Imagem ultrassonogréafica do rim displasico direito do cdo trés, demonstrando a
presenca de uma drea cistica (seta).

DISCUSSAO

Os aspectos ultrassonograficos renais de cdes com displasia, relatados em estudos
prévios incluem uma diversidade de caracteristicas, dependendo do grau de comprometimento
renal pelos processos inflamatério e fibrético, que se instalam nessas estruturas em
consequéncia a afeccdo primdria. Em estudo, em que se avaliaram os aspectos
ultrassonogréficos de animais assintomdticos da raga cairn terriers, foi constatada uma perda
de defini¢do corticomedular e uma hiperecogenicidade cortical associada a uma elevacdo
generalizada da ecogenicidade medular renal ou a presenga de algumas dreas hiperecogénicas
multifocais. Como o estudo foi realizado em animais ainda ndo sintomaticos, os autores
sugerem que as alteragcdes ultrassonogréficas renais referem-se as imagens de rins com
displasia renal isoladamente, ou seja, sem o desenvolvimento de processo fibrético (1).

No estudo de Felkai et al. (5), no qual foram avaliados os achados ultrassonograficos de
sete cdes sintomdticos da raca cocker spaniel com displasia renal, um adelgacamento da
cortex renal também foi observado. No entanto, ndo foram identificadas alteragcdes medulares,
como as relatadas por Seiler et al. (1). Uma diminui¢do das dimensdes de seu parénquima
também foi observada por Felkai et al. (5), contrastando com Seiler et al. (1), que ndo
identificaram altera¢des dimensionais.

Nos casos mais avancados, em que ji hd o desenvolvimento de fibrose, os aspectos
ultrassonogréficos renais incluem irregularidade de margens e hiperecogenicidade do
parénquima renal com acentuada perda de defini¢do corticomedular (6,8). Além disso, os
rins, que comumente se encontram com as suas dimensdes diminuidas, também podem
apresentar uma diminuicao na espessura da regidao medular (7).

Os pacientes aqui relatados apresentaram semelhante aparéncia ultrassonogréfica renal,
sendo observada irregularidade de suas margens, perda de relagdes e delimita¢des
corticomedulares, e elevacdo generalizada de sua ecogenicidade. Em todos os animais foram
visibilizadas mineralizagdes no parénquima renal. Nos animais dois e trés, também foram
observados cistos renais, identificados ultrassonograficamente como dreas de limites
definidos e regulares, apresentando conteido anecogénico em seu interior com formagdo de
reforgo acustico posterior. Além disso, um fluido subcapsular foi identificado no animal dois.
Os achados ultrassonograficos renais dos trés caes indicam um grau severo de doenca renal, e
consequentemente, um prognoéstico desfavoravel aos mesmos.

Babicsak VR et al. Contribui¢do da ultrassonografia para o diagndstico da displasia renal em cédes. Vet. e
Zootec. 2012 jun.; 19(2): 181-185.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 185

Apesar da ultrassonografia ndo ser o método de eleicdo para o diagnéstico da displasia

renal, a sua realizacdo € indicada em casos de nefropatias, uma vez que, o ultrassom auxilia na
determinacdo do grau de comprometimento renal, e consequentemente, do progndstico do
paciente.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycotic disease of humans and animals caused by a dimorphic fungus
called Sporothrix schenckii. Domestic animals, particularly cats, play an important role for
human infections. The diagnosis of sporotrichosis can be made by using cytologic and
histopathologic examination, culturing the fungus, immunofluorescence or molecular
methods. This paper describes the cytologic diagnosis by fine-needle aspiration and treatment
of a case of feline sporotrichosis.

Keywords: sporotrichosis, Sporothrix schenckii, fine-needle aspiration cytology, feline,
Zoonosis.

DIAGNOSTICO CITOLOGICO E TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE FELINA:
RELATO DE CASO

RESUMO

A esporotricose ¢ uma micose de humanos e animais, causada por um fungo dimérfico
chamado Sporothrix schenckii. Os animais domésticos, particularmente os gatos, sdo
importantes fontes de infeccdo para humanos. O diagndstico da esporotricose pode ser
realizado com o uso de exames citoldgicos e histopatolégicos, isolamento fungico,
imunofluorescencia ou por métodos moleculares. O presente trabalho relata o diagndstico
citolégico com agulha fina e o tratamento de esporotricose em um felino.

Palavras-chave: esporotricose, Sporothrix schenckii, citologia aspirativa por agulha fina,
felinos, zoonose.

DIAGNOSTICO CITOLOGICO Y TRATAMIENTO DE LA ESPOROTRICOSIS
FELINA: CASO CLINICO

RESUMEN

La esporotricosis es una enfermedad micética que afecta a los humanos y a los animales
provocada por el hongo dimoérfico Sporothrix schenckii. La infecciéon es usualmente
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provocada por la inoculacién traumdtica con tierra, plantas y materia orgdnica contaminada
por el hongo. Los animales domésticos, en particular los gatos, son fuentes importantes de
transmision para el hombre. El diagnéstico de esporotricosis puede ser realizado mediante el
examen citologico y histopatoldgico, aislamiento del hongo, inmunofluorescencia y métodos
moleculares. En este trabajo, se reporta el diagndstico por medio de citologia por aspiracion
con aguja fina asi como el tratamiento de un caso de la esporotricosis felina.

Palabras clave: esporotricosis, Sporothrix schenckii, citologia por aspiracion con aguja fina,
felino, zoonosis.

INTRODUTION

Sporotrichosis is a chronic, primary skin and subcutaneous tissue disease caused by the
dimorphic fungus, Sporothrix schenckii. The microorganism is a saprophyte which is found in
soil and decomposing organic matter (1). Other Sporothrix species, however, have been
reported as agents of sporotrichosis (2). In general, infections are due to contamination of
puncture wounds, however they may also occur, rarely, through inhalation of the agent (1).
Feline sporotrichosis has been reported in the literature because of its continuing importance
as a source of infections for humans, particularly for veterinarians and animal owners. In cats,
sporotrichosis causes ulcerative lesions in the head, face, ears, nails, forelimbs and hindlimbs
(3). Ascending lymphangitis may arise from the primary wound site but rarely spreads to
other organs (1).

Outbreaks in USA and Australia have been linked to contact with plant material (4).
The largest outbreak of human sporotrichosis by zoonotic transmission was described in Rio
de Janeiro (5). Between 1998 and 2004, at the Institute of Clinical Research Evandro Chagas,
Fiocruz, 1503 cats, 64 dogs and 759 humans were diagnosed with sporotrichosis through
isolation of the microorganism in culture (6, 7).

Clinical signs in dogs and cats with sporotrichosis are similar to those found in deep
bacterial skin infections and in other fungal skin infections. The clinician should suspect
sporotrichosis or another fungal infection if antibiotic therapy for cellulitis or deep pyoderma
results in minimal or partial improvement (8). The diagnosis using fine needle aspirate
cytology and treatment of a case of feline sporotrichosis is described in this paper.

CASE REPORT

A 2-year-old, male, neutered, domestic short hair cat from (Pocos de Caldas/MG)
without others contactants at home, but with free access to the street, was examined in
cooperation by Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais and School of Veterinary
Medicine and Animal Science (Unesp/Botucatu). At the time of examination, the animal was
presenting an ulcerative, erythematous lesion, with serosanguineous exudate, measuring four
centimeters in diameter in the right periocular region (Figure 1). The lesion evolved over 15
days and the owner did not report previous injury or pruritus. Physical examination did not
evidence any systemic alterations, except reported hyporexia. Complete blood count,
biochemical profile and urinalysis were within normal limits and serum was not tested for
viral diseases. Samples were collected by fine-needle aspiration, placed on a slide and stained
with Giemsa (Romanowsky). Cytopathologic examination revealed large amounts of oval to
elongate, occasionally cigar-shaped, yeast cells, measuring 3 to 5 um, inside or outside
macrophages, which were consistent with Sporothrix schenckii (Figure 2). It was also
observed an inflammatory process composed by neutrophils, lymphocytes, plasma cells and
macrophages. After the diagnosis, treatment with itraconazol (10 mg/kg SID) was initiated
and the animal was monitored through return visits at 13 and 30 days into treatment.
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Progressive improvement of dermatological features was observed and therapy was
discontinued 30 days after complete remission of clinical signs (Figure 3), which in this case
occurred after six months of treatment.

e ; /
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Figure 1. Presence of an ulcerative, erythematous lesion, with serosanguineous exudate in the
right periocular region.
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Figure 2. Large amounts of oval to elongate microorganisms, occasionally cigar-shaped,
mainly within macrophages, consistent with Sporothrix schenckii (Giemsa staining, 100x).
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Figure 3. Clinical improvement of the periocular lesion 30 days after the beginning of
treatment with itraconazole.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Cytopathologic examination of skin lesions has been an excellent diagnostic tool, not
only because of its low cost, but also because it is less invasive, safer and produces accurate
results equal to or greater than histopathology for the identification of microorganisms and
certain neoplasias (3, 9). Its effectiveness was proven in some studies by comparing this
technique with histopathologic diagnosis of neoplasia where they found a diagnostic
correlation of 86.6% of cases (10).

The finding of a great number of yeasts in lesions and exudates is a markedly feature in
feline sporotrichosis, while in other species it has been observed few numbers of organism.
Due to the distinct cytological features of S. schenkii, feline sporotrichosis may also be
diagnosed through cytological evaluation of samples aspirated and swab imprinting of lesions
(11).

Feline sporotrichosis has been described as an important source for human infection,
specially veterinarians and owners (12). Veterinarians should advise owners for the zoonotic
potential of cutaneous sporotrichosis and they should take care when handling cats with
cutaneous lesions (13). Besides, veterinarians should also be aware that health cats may play
important role on sporotrichosis epidemiology, since the fungus can be recovered from nails,
nasal and oral mucosa of health cats, mainly those who have free access to environment (14).

Cats are susceptible to side effects of iodides and ketoconazole and it represents a major
challenge for treatment of feline sporotrichosis (15). In dogs, the treatment of choice is oral
administration of a supersaturated solution of potassium iodide at a dose of 20 mg/kg SID or
BID, with food, continuing until 30 days after clinical recovery (8). Ketoconazole or
itraconazole should be used in those animals that do not tolerate, like cats, or do not respond
to iodides (9). In this report itraconazole was used and recovery occurred within six months.

In conclusion, the technique of fine-needle aspiration herein employed is consistent
with previous ones described in literature and represents a non-invasive, quick and low cost
approach to diagnose feline sporotrichosis. Since the diagnosis was performed, the animal
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started treatment and remission of clinical signs were observed after six months, other feature
that confirms the etiology of this case.
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RESUMO

A toxoplasmose € uma importante zoonose que acomete diversas espécies de animais, no
entanto, o desenvolvimento de estudos sobre infec¢do em animais selvagens, especialmente
em répteis, ainda € pouco difundido. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de anticorpos especificos para Toxoplasma gondii em serpentes ndo peconhentas
mantidas em cativeiro, nos municipios de Belém e Santo Antonio do Taud, Estado do Par4,
Brasil. Foram utilizadas amostras sanguineas de 27 serpentes da espécie Boa constrictor €
avaliadas pelo Método de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD) no diagndstico laboratorial
desta enfermidade. Nenhuma serpente apresentou presenca de anticorpos especificos para este
protozodrio. Estudos adicionais sdo necessdrios para determinar a real ocorréncia desta
zoonose em animais selvagens mantidos em cativeiro no Estado do Para.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; diagndstico; serpentes, Boa constrictor, répteis

RESEARCH OF ANTI-Toxoplasma ANTIBODIES IN SNAKES KEPT IN CAPTIVITY
AT BELEM AND SANTO ANTONIO DO TAUA, PARA STATE, BRAZIL

ABSTRACT

Toxoplasmosis is an important zoonosis that affects several animals species, however, studies
of infection in wild animals, especially reptiles, is scarse. This study aimed to evaluate anti-
Toxoplasma gondii antibodies occurrence in snakes kept in captivity at Belém and Santo
Antonio do Taud, Para State, Brazil. Twenty-seven (27) Boa constrictor blood samples were
evaluated by Modified Direct Agglutination Test (MAT). Snakes had no specific antibodies to
this protozoan. Additional studies are needed to determine the actual occurrence of this
zoonosis in wild animals kept in captivity at Pard State.

Keywords: Toxoplasma gondii; diagnosis; snakes, Boa constrictor, reptile
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PESQUISA DE ANTICUERPOS ANTI-Toxoplasma EN SERPIENTES MANTENIDAS
EN CAUTIVERIO EN LOS MUNICIPIOS DE BELEN Y DE SAN ANTONIO TAUA,
ESTADO DE PARA, BRASIL.

RESUMEN

La toxoplasmosis es una zoonosis importante que afecta a varias especies animales, sin
embargo, el desarrollo de estudios relacionados con esta infeccién en animales salvajes,
especialmente en reptiles, es poco difundida. Este trabajo tuvo como objetivo detectar
anticuerpos contra Toxoplasma gondii en serpientes no venenosas en cautiverio en los
municipios de Belén y de San Antonio Taua, estado de Pard, Brasil. Se utilizaron muestras de
sangre de 27 especies de serpientes Boa constrictor que fueron evaluadas a través del Método
de Aglutinaciéon Directa Modificada (MAD). Ninguna serpiente mostré la presencia de
anticuerpos especificos contra este protozoario. Son necesarios estudios adicionales para
determinar la incidencia real de zoonosis en animales silvestres mantenidos en cautiverio en el
Estado de Para.

Palabras clave: Toxoplasma gondii; diagnéstico; serpientes, Boa constrictor, reptiles

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial, ja descrita em uma grande
variedade de animais como suinos, caprinos, aves, animais silvestres, caes e gatos, bem como
o homem (1). Os felideos sdo os hospedeiros definitivos ou completos e 0 homem e outros
animais sdo os intermedidrios ou incompletos (2).

Na maioria dos casos a infec¢do € assintomadtica, porém, em alguns animais,
especialmente os imunossuprimidos, poderd ocorrer a doenga clinica, sendo a gravidade do
quadro dependente do estado imunitdrio do animal, dose infectante, da existéncia ou nado, de
uma co-morbidade (3).

O Toxoplasma gondii apresenta trés estdgios de desenvolvimento: taquizoitos, cistos
teciduais (bradizoitos) e oocistos esporulados (esporozoitos) (4) e seu ciclo desenvolve-se em
duas fases bem distintas: a fase assexuada, que ocorre nos linfonodos e nos tecidos de varios
hospedeiros, e a fase coccidiana ou sexuada, que acontece somente no epitélio intestinal de
gatos jovens nao imunes (2).

Poucos autores mencionam os répteis como animais susceptiveis ao 7. gondii.
Entretanto, Lainson (5), afirma que experimentos e observacdes na natureza sugerem que
animais pecilotérmicos tém imunidade natural a infec¢@o, ndo tendo sido ainda provado que
abriguem o parasito em condi¢des naturais.

O homem e os animais podem infectar-se, classicamente, pelas seguintes vias: (1)
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes dos felideos, apds esporulagdo em até um a cinco
dias; (2) ingestdo de cistos teciduais de hospedeiros intermedidrios e, (3) por meio da
transmissao transplacentaria de taquizoitos (6).

As provas soroldgicas oferecem diagndstico mais rapido e seguro da infeccdo
toxoplasmica (7). Estes testes indicam o titulo de anticorpos circulantes correspondentes a
fase da doencga (2).

A presente pesquisa teve autorizacdo do Ministério do Meio Ambiente (MMA),
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis (IBAMA),
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), Sistema de
Autorizacao e Informacdes em Biodiversidade (SISBio), sob o nimero 16457-1.

Foram utilizados 27 animais da espécie Boa constrictor, sendo 16 machos e 11 fémeas.
Destes, nove pertenciam ao Parque Zoobotanico “Museu Paraense Emilio Goeldi” (MPEG),
localizado na regiao metropolitana de Belém (latitude 01° 27' 21" sul e longitude 48° 30' 16"
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oeste). As demais serpentes (n=18) eram mantidas no Criatério Comercial ‘“Sitio
Xerimbabo™, localizado no municipio de Santo Antonio do Taud, Pard (latitude 01°09'07" sul
e longitude 48°07'46" oeste).

A colheita de sangue foi realizada por cardiocentese, seguindo técnica descrita por
Kolesnikovas et al. (8), no periodo de janeiro a abril de 2008. Apds antissepsia do local de
puncdo, foram colhidos 2mL de sangue, utilizando-se agulha hipodérmica 20 X 0,55 (24G™%)
acoplada a uma seringa de 3mL. O sangue colhido foi vertido em tubos de vidro contendo
heparina sédica, centrifugado para separacdo do soro e aliquotado em microtubos plésticos
com capacidade para 2mL, mantidos sob temperatura de -18 graus centigrados para posterior
andlise laboratorial.

As amostras foram devidamente acondicionadas em recipiente de polimero expandido
contendo gelo, sendo devidamente embaladas e enviadas ao Nucleo de Pesquisas em
Zoonoses-NUPEZO, Departamento de Higiene Veterindria e Satide Publica da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu/SP, onde foram processadas em julho de 2008.

A técnica utilizada para sorologia de T. gondii foi o Método de Aglutinagdo Direta
Modificada (MAD) (9).

Dos 27 animais estudados, todos apresentaram sorologia negativa para a pesquisa de
anticorpos anti 7. gondii, nas condi¢des do presente estudo.

Faz-se necessario destacar que o teste utilizado € considerado sensivel e especifico e
ndo espécie-especifico para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma, e por esta razao, pode
ser utilizado tanto no diagndstico de toxoplasmose em humanos como em soros de animais.

A MAD detecta apenas IgG, porque o 2-mercaptoetanol (2ME), utilizado no teste,
inativa as IgM especificas e ndo especificas . No entanto o teste pode ser realizado com a
utilizacdo de acetona ou formalina como inativadores dos taquizoitos, permitindo assim
diferenciar as IgGs de fase aguda e cronica da infecgdo (10).

Diversas peculiaridades podem explicar os resultados aqui encontrados, como o fato de
que animais pecilotérmicos tém imunidade natural a infeccdo toxopldsmica, ndo tendo sido,
ainda, comprovado que estes animais possam abrigar o parasito em condi¢des naturais,
segundo Lainson (5).

Os resultados obtidos ndo revelaram a presenga de anticorpos especificos anti-
Toxoplasma gondii nas serpentes estudadas no Para. Sugere-se a realizacdo de novos estudos
incluindo maior nimero de animais para se avaliar os aspectos epidemioldgicos referentes a
toxoplasmose em boideos.
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RESUMO

Avaliou-se a ocorréncia de ulcera de abomaso em bovinos atendidos na rotina da Clinica de
Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CBG-UFRPE) e
descrever os principais achados clinicos observados. Esta enfermidade € a causa mais comum
de hemorragias gastrintestinais proximal em bovinos, podendo resultar em perfuracdo e
peritonite focal ou difusa, com morte subita. Para este estudo utilizaram-se dados
epizootiolégicos, exames clinico-laboratoriais e anatomopatolégicos obtidos das fichas
clinicas de oito bovinos e laudos de necropsia dos seis Obitos com ulcera de abomaso. Esta
enfermidade se faz presente na rotina clinica dos ruminantes representando 1% dos distirbios
digestivos na CBG-UFRPE, como causa primdria. Em quatro bovinos observou-se ulcera
perfurante com peritonite difusa (tipo IV), em um animal havia peritonite focal (tipo III), e
trés bovinos apresentaram tulceras hemorragicas (tipo II), sendo que dois receberam alta, € um
veio a Obito. Os principais sinais clinicos foram: apatia, diminuicdo da produtividade e
moderado grau de desidratacdo. O apetite estava caprichoso ou ausente em 87,5% dos casos, o
rimen, abomaso e intestino com hipomotilidade e as fezes em pouca quantidade, pastosa com
muco e de coloragdo enegrecida. Na avaliagdo hematoldgica, constatou hiperfibrinogenia ( x
888 mg/dL), leucocitose (x 20.081/uL), com linfocitose (x 8.867/uL), além de neutrofilia
(x 10.393/uL) com desvio a esquerda. Na mucosa abomasal observaram-se diversos pontos
de hemorragias petequiais e sufusdes, além de grande quantidade de liquido enegrecido,
coagulos, edema, inflamagdo, ulceras multifocais de tamanhos variados, profundas na
mucosa, cobertas com tecido necrosado, algumas recentes e outras cronicas e cicatrizadas.
Contudo a adocdo de préaticas de manejo alimentar de forma correta é fundamental para
prevenir a ocorréncia desta enfermidade.

Palavras-chave: peritonite, melena, abomasite, hemorragias
CLINICAL FINDINGS OF CATTLE WITH ABOMASAL ULCER
ABSTRACT

The objective was to report the occurrence of abomasal ulcers in cattle treated at the Bovine
Clinic of Garanhuns Federal Rural University of Pernambuco (CBG-UFRPE), and describe
the major clinical findings observed. This disease is the most common cause of
gastrointestinal bleeding in cattle, and proximal perforation may result in focal or diffuse
peritonitis and sudden death. For this study we used epizootiological and clinical data,
laboratory and pathological findings of the clinical records of eight cattle, and autopsy
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findings of the six deaths with abomasal ulcer. This disease accounts for 1% of digestive
disorders in ruminants at the CBG-UFRPE. In four cattle there was a perforating ulcer with
diffuse peritonitis (type IV), one animal developed focal peritonitis (type III), and three cattle
developed bleeding ulcers (type II), of which two were discharged and died. The main
clinical signs were: listlessness, decreased productivity and moderate degree of
dehydration. The appetite was capricious or absent in 87.5% of cases, the rumen, abomasum
and intestine presented hypomotility, and feces were in small amounts, sticky with mucus
and blackish in color. Hematological evaluation noted a hyperfibrinogenemia (x =838 mg /
dL), a leukocytosis (x =20.081/uL) with lymphocytosis (x = 8.867/uL), and a neutrophilia
(x =10.393/uL) with a left shift. Various parts of the abomasal mucosa, presented petechial
hemorrhages and suffusion, and a large quantity of blackened liquid, blood clots, swelling,
inflammation, multifocal ulcers of varying sizes deep in the mucosa covered with necrotic
tissue, some recent and some chronic and healed. The adoption of proper sanitation practices
associated with appropriate food supplementation is essential to prevent the occurrence of this
disease.

Keywords: peritonitis, melena, abomasite, bleeding

HALLAZGOS CLINICOS EN BOVINOS CON ULCERA ABOMASO
RESUMEN

El objetivo de este trabajo es reportar la presencia de dlceras de abomaso en bovinos tratados
en la Clinica de Garanhuns de la Universidad Federal Rural de Pernambuco (CBG-UFRPE) y
describir los principales hallazgos clinicos. Esta enfermedad es la causa mds comin de
hemorragia gastrointestinal proximal en bovinos y puede llevar a perforacion y peritonitis
focal o difusa provocando muerte subita. Para este estudio se utilizaron datos
epizootiolégicos, exdmenes de laboratorio y hallazgos patoldgicosobtenidos de los registros
de ocho bovinos, asi como los resultados de necropsia de seis de los animales con tlcera de
abomaso. Esta enfermedad equivale al 1% de los trastornos digestivos primarios en la CBG-
UFRPE. De los ocho animales evaluados, cuatro presentaron tlcera perforante con peritonitis
difusa (tipo IV); uno presento peritonitis focal (tipo III); y en tres de ellos fueron observadas
ulceras hemorrégicas (tipo II). De estos ultimos, dos fueron dados de alta y uno fallecié. Los
principales signos clinicos incluyeron apatia, disminucién de la productividad vy
deshidrataciéon moderada. Asi mismo, 87,5% de los pacientes presentaron apetito irregular o
anorexia. El rumen, el abomaso y el intestino sufrian hipomotilidad y las heces eran pastosas,
negruzcas y escasas. Los exdmenes hematolégicos mostraron hiperfibrinogenemia ( 888 mg /
dIL), leucocitosis ( 20.081/uL) con linfocitosis ( 8.867/uL) y una neutrofilia ( 10.393/uL)
con desviacién a la izquierda. En la mucosa abomasal se observaron hemorragias petequiales
multifocales y sufusiones, ademds de una gran cantidad de liquido obscuro, codgulos de
sangre, edema, inflamacidn, dlceras profundas multifocales de diversos tamafios cubiertas por
tejido necroético, algunas de ellas recientes y otras cronicas y en proceso de cicatrizacion. Sin
embargo, la adopcidn de practicas correctas de alimentacion es fundamental para prevenir esta
enfermedad.

Palabras clave: Peritonitis, melena, abomasite, sangrado

INTRODUCAO

A intensa selecdo genética dos animais vem melhorando a condi¢do corporal e
aumentando sua capacidade digestiva, visando incrementar a produtividade. Concomitante a
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isso, observa-se maior susceptibilidade para ocorréncia de doencas metabdlicas e digestivas,
entre elas as abomasopatias, especialmente no gado leiteiro e que estdo associadas ao estresse
lactacional, manejo nutricional inadequado e confinamento. As enfermidades do abomaso
mais frequentes relatadas sdo ulceras, deslocamento e compactacdo associada a indigestdao
vagal (1-3).

A tlcera de abomaso € a causa mais comum de hemorragias gastrintestinais proximal
em bovinos de todas as idades, podendo causar indigestdo, melena e, algumas vezes,
perfuragdo, resultando em peritonite local aguda dolorosa ou difusa, com morte subita. A
ulcera abomasal primdria € observada em vacas leiteiras de alta producao, touros adultos e em
bezerros, nos quais a causa ainda nao € bem definida. Alguns fatores de risco sdo sugeridos e
incluem: as trocas alimentares, em particular as lesdes traumadticas da mucosa associada a
adicao de alimentos grosseiros, e ao estresse, além do desmame precoce dos bezerros (2, 4, 5).

As tulceras podem ser classificadas como pépticas e ndo pépticas: a primeira ocorre
quando a barreira mucosa € lesionada por distintos dcidos, como cloridrico, l4tico, biliares e
graxos de cadeia curta. O aumento destes dcidos estd diretamente relacionado ao estresse, com
a liberacdo de glicocorticdides, que aumenta a liberacio de é&cido cloridrico e com
alimentacdo rica em carboidrato solivel, que libera grande quantidade de 4cidos graxos
voléteis e acido latico. Outro fator importante € a formagdo de muco, comprometida pelo uso
de glicocorticéides e anti-inflamatérios ndo-esterdides. As ulceras ndo pépticas sdo causadas
por processos inflamatdrios e necrdticos (traumas por corpo estranho, tuberculose, micose) e
neoplasias (linfossarcoma e carcinoma). A infeccdo por Clostridium perfigens tipo “A” foi
relacionada a ocorréncia de tlcera de abomaso, principalmente em bezerros, sua toxina pode
provocar abomasite e timpanismo abdominal (5, 6).

Atualmente esta enfermidade pode ser distinguida em quatro tipos: I - erosdes e/ou
ulceras clinicamente inaparentes; II - dlceras com hemorragias; III - dlcera com peritonite
focal e IV - tlcera perfurante com formagdo de abscesso do omento ao longo da curvatura
maior, com bursite omental, podendo desenvolver peritonite generalizada; em alguns casos,
pode ocorrer perfuracio da musculatura abdominal e um quadro de choque hiperagudo e
morte. Estas classificacdes s@o uteis na descricdo dos vdrios quadros clinicos (5, 7, 8).
Entretanto, sdo poucos os relatos sobre a manifestacdo e descricdo dos achados clinicos de
ulceras abomasais em bovinos. De acordo com a literatura, a maioria das descri¢des é baseada
na observacdo de lesdes em animais inspecionados em matadouro, especialmente aqueles
criados para vitelo e abatidos entre trés e cinco meses de idade (4).

Com base na relevancia desta enfermidade objetivou-se relatar os principais achados
clinico-laboratoriais e de necropsia observados em bovinos acometidos com tlcera de
abomaso atendidos na rotina da Clinica de Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (CBG-UFRPE).

MATERIAL E METODOS

Para este estudo retrospectivo utilizaram-se dados epizootioldgicos, exames clinico-
laboratoriais e anatomopatoldgicos obtidos das fichas clinicas de oito bovinos e laudos de
necropsia dos seis 6bitos com ulcera de abomaso, durante o periodo de 2001-2010.

O exame clinico e a andlise do fluido ruminal procederam-se de acordo com as
recomendacdes de Dirksen (9). A dosagem do teor de cloreto no conteido ruminal de cinco
animais foi processada pelo método colorimétrico empregando-se kit comercial (Labtest
Diagnéstica), sendo a leitura efetuada em analisador bioquimico semi-automaético (Labquest)
(10). A avaliacdo hematoldgica foi realizada em todos os animais € as amostras de sangue
foram coletadas mediante venopunc¢do da jugular em tubos de vidro a vicuo com
anticoagulante EDTA (10%), seguindo a metodologia proposta por Jain (11).
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Em trés animais foi realizada ldparo-ruminotomia exploratéria no flanco esquerdo de
acordo com a técnica de Fubini e Trent (12). Apenas dois animais receberam alta; quatro
morreram e dois foram encaminhados para eutandsia, conforme as normas humanitarias,
sendo todos submetidos ao exame necroscopico.

A andlise estatistica dos dados foi realizada de forma descritiva, determinando as
distribuicdes de freqiiéncias das varidveis relativas analisadas, conforme prop6s Curi (13).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As enfermidades digestivas sdo responsdveis por 20% da casuistica da CBG-UFRPE; a
ulcera de abomaso representa 1% destes disturbios, se apresentando como causa primdria ou
secunddria a outras doengas intercorrentes e/ou cirurgias (14). Neste trabalho foi observada
em oito bovinos, fémeas e machos de idades variadas, criados em regime de confinamento ou
semi-confinamento (Tabela 1). Em todos os casos os sinais clinicos surgiram apds episodio de
estresse como: parto, mudanga na alimentacdo e de ambiente. Corroborando com a literatura
que descreve estes fatores como sendo responsdveis pelo desencadeamento desta
enfermidade. Entretanto, alguns autores acrescentam o Clostridium perfringens “tipo A” e os
fungos, também, como causa de tlceras abomasais em bezerros (15-18). Além disso, outro
fator importante e que tem sido relacionado a ocorréncia desta doenca € a deficiéncia de
mineral especialmente de cobre (7, 19), constatada pelas baixas concentracdes deste mineral
no figado de bezerros acometidos pela doenca (18). Esta deficiéncia estd relacionada a
transtornos nas ligacdes cruzadas da elastina, comprometendo assim a mucosa do abomaso e
sua micro-vascularizagdo. Houve também diminui¢ao da atividade da citocromo oxidase de
leucdcitos, que contribui para a diminuicdo da funcdo dos neutrdfilos e aumento de
susceptibilidade a infeccdo (16, 17). E importante ressaltar também, que o virus da
diarréia viral bovina tem sido isolado de bezerros com tlceras abomasais perfurantes (20).

A condicdo de estresse observada nestes casos, e que estdo associadas a esta
enfermidade, foi relatada por Radostits et al. (2) destacando que as vacas leiteiras de alta
produgdo, especialmente as que estdo na primeira lactacdo, podem ser acometidas depois de
uma doenga prolongada, como pneumonia, ou apdés mudanca de ambiente. Guard (4)
acrescenta que a maioria das vacas que apresentou ulcera abomasal estava no primeiro més
ap6s o desmame e com doengas concomitantes, que incluiam distirbios pds-parto comuns do
gado leiteiro como: deslocamento de abomaso, metrite, mastite e cetose. Assim como foi
observado em quatro vacas de alta producdo que se encontravam no primeiro més pds-parto.
Nos touros adultos, a enfermidade, pode ocorrer principalmente depois de transportes longos
e confinamentos, condizente com a histéria de um bovino de oito anos que havia sido
adquirido recentemente e que passou a ser criado em regime intensivo.

Em bezerros as causas mais comuns desta enfermidade estdao relacionadas ao desmame
ou quando tém o leite substituido por aleitamento artificial € comecam a consumir matéria
seca e, nestes casos, a maioria destas ulceras presentes sdo subclinicas. Porém, bezerros de
corte de dois a quatro meses podem ser acometidos por ulceras agudas e perfuradas do
abomaso, enquanto se encontram nas pastagens de verdo (4, 8). Nesta condicdo havia dois
bezerros de dois meses com broncopneumonia, alimentados com leite e na época de inverno,
e um de oito meses recentemente adquirido de outra propriedade, fatores que segundo a
literatura podem estar associados diretamente com o surgimento desta doenga (8). Porém em
um estudo epidemiolégico descritivo de tlceras abomasais em bezerros, realizado por Jelinski
et al. (7), sugeriram que a alimentac¢do, o fornecimento de pastagem nova, estacdo do ano,
sexo ou tipo de raca ndo sdo fatores necessdrios na patogénese da ulcera abomasal. No
entanto, o0s autores encontraram associacdo direta com as etapas transitérias do
desenvolvimento dos pré-ruminantes. Esta associacdo se deve a fatores como alteracdes na
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configuragdo anatdmica e fisioldgica do abomaso e no estado imunoldgico do bezerro, além
da mudanga da microbiota gastrointestinal.

Tabela 1. Principais achados clinicos, tipos de tlceras e desfecho dos bovinos com ulcera de
abomaso atendidos na CBG-UFRPE

1-SRD' 2-Girolando  3-Girolando 4-Holandesa 5-Girolando 6-Girolando 7-Holandesa 8-Holandesa
Tipo tlcera I I I v v v v I
Sexo F F M M F F F F
Idade 2 -M# 4 -A¥ 8-A 8§-M 6-A 4-A 2-M 4-A
ECC* 2 2 3 4 2,5 2 2 3
Exicse 3 1 2 1 2 3 3 1
FC" 108 100 96 120 92 60 76 88
Apetite Ausen." Presen.' Ausen. Ausen. Capric. Capric. Ausen. Capric.
Abdoémen  Lev. abau.’ Lev. abau. Abau." Lev. abau. Lev. abau. Abau. Lev. abau. Abau.
RuMn(:itl.l." Atonia Lev. hipom.™ Atonia Atonia Atonia Lev. hipom. Borbor.* Lev. hipom.
all\)/f)(:ltl..d Fisiol6g] Fisiolog. Hipomot.® Hipomot. Hipomot. Hipomot. Hipomot. Hipomot.
ill\l/{::;:° Fisiolog. Fisiolog. Hipomot. Hipomot. Hipomot. Hipomot. Hipomot. Hipomot.
Desfecho Alta Alta Eutanasiado Obito Eutanasiado Obito Obito Obito

# Escore c_orporal; g Frequéncia derdiaca; ¢ Motilidade ruminal; ¢ Motilidade abdominal; ® Motilidade intestinal; f Sem raga definida; ¢ Més; h
Ausente; ' Levemente abaulado; ! fisiolégico; ¥ Ano; ' Presente; ™ Levemente hipomotilico; * Abaulado; © Hipomotilico; P Caprichoso; ¢
Borborigmos.

Em quatro bovinos observou-se ulcera perfurante com peritonite difusa (tipo IV). Para
Guard (4) e Marshall (8), neste tipo de ulcera, ocorre grande extravasamento de contetdo
abomasal para a cavidade abdominal, ocasionando peritonite difusa aguda. O curso desta
doenca € geralmente rdpido, com sinais de choque séptico dentro de 24 horas do seu inicio.
Whitlock (21) afirma que a tlcera perfurada apresenta sinais muito semelhantes aos da
indigestdao vagal, sendo constantemente confundida com reticulo-peritonite traumdtica.
Apenas um animal apresentou ulcera abomasal do tipo III, com peritonite focal e um abscesso
de cinco centimetros de diametro e, segundo a literatura, estes abscessos sdo delimitados por
tecido fibroso e fibrina, apenas no local perfurado (8). Em trés bovinos observaram-se tlceras
hemorrégicas (tipo II); destes, dois receberam alta e um veio a 6bito. Conforme a literatura
consultada, este tipo de ulcera aparece quando as erosdes ocorrem dentro dos principais vasos
sanguineos gastricos e a perda de sangue pode ser suficiente para causar anemia e choque
hemorragico (4, 8).

As queixas clinicas relatadas pelos proprietdrios, de modo geral, eram: apatia,
diminui¢do do apetite e da produtividade. Os principais sinais clinicos observados durante o
exame clinico foram: escore corporal baixo em cinco animais, dois casos com problemas
respiratorios, temperatura elevada em seis e moderado grau de desidratacdo em todos os
casos. Observou-se apetite caprichoso ou ausente em 87,5% dos casos, rimen, abomaso e
intestino com hipomotilidade, abdomen distendido, fezes em pouca quantidade, pastosas, com
muco, e de coloracdo enegrecida (Tabela 1). Na palpacdo retal, realizada em cinco animais,
foi observada rugosidade de peritdnio em apenas um animal. Estes achados corroboram com
os descritos na literatura, cujos principais sinais clinicos caracteristicos sdo inapeténcia,
fraqueza crescente e depressdo, desidratacdo, algumas vezes cdlica leve, taquicardia,
taquipneia e, em particular, fezes negras e fétidas. O animal pode estar moderadamente febril
e parcialmente ou totalmente inapetente com produgdo de leite diminuindo gradativamente.
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Os sinais mais graves da doenca surgem em decorréncia da hemorragia que pode
comprometer os grandes vasos; a perda de sangue pode ser considerdvel e até mesmo causar a
morte subita (4, 22, 23). Contudo, Afonso (5) relata que os casos que surgem de forma
inaparente ndo sdo faceis de serem diagnosticados por meio dos exames clinicos de rotina e,
na maioria das vezes, apresentam curso clinico mais brando e os sinais tornam-se mais
evidentes quando ocorrem hemorragias acentuadas ou peritonite.

Na avaliagdo do fluido ruminal de oito animais observou consisténcia aquosa, odor
putrido, pH médio de 7, baixa porcentagem de infusdrios vivos e, em cinco bovinos, o teor
médio de cloreto estava elevado (x 69,86 mEq/L). Estas alteragdes foram descritas por
Bertone (24), em casos associados a auséncia da motilidade ruminal. Whitlock (21) afirma
que a ulcera perfurada de abomaso provoca estase gastrintestinal, que pode ser responsavel
pelo refluxo do conteido abomasal, elevando a concentragdo do teor de cloreto acima de 30
mEq/L, comprometendo a microbiota ruminal.

Na avaliacdo hematoldgica, de modo geral, ndo foi observado alteracdo na série
vermelha, porém a concentracdo sérica de proteina total estava no limite inferior, havia
hiperfibrinogenia com valor médio de (x 888 mg/dL), além de leucocitose por linfocitose e
neutrofilia com desvio a esquerda (Tabela 2). Estes achados corroboram com os descritos por
Costa et al. (25). Segundo Guard (4), o hematdcrito pode estar normal ou elevado nos casos
de peritonite, mas o teor de proteina plasmdtica pode estar diminuido como resultado do
acumulo de proteinas na cavidade peritoneal. Se a hemorragia for grave o hematdcrito tende a
diminuir ou, em alguns casos, aumentar com a desidratacdo nas situagdes mais graves,
conforme foi observado nestes casos (Tabelas 1 e 2). O fibrinogénio plasmatico aumentado,
acima de 700 mg/dL, associado a leucocitose com neutrofilia, na maioria das vezes,
caracteriza um processo infeccioso ja instalado, como foi observado nos cinco casos com
ulceras perfuradas (Tabela 2). Para Marshall (8) o hematdcrito € geralmente baixo nas tlceras
do tipo — II, devido a perda de sangue decorrente do comprometimento dos grandes vasos. A
concentracdo plasmaética de fibrinogénio é frequentemente elevada nos tipos - III e IV, assim
como a contagem de leucdcitos do sangue, em razdo da leucocitose por linfocitose e
neutrofilia. Resultados estes semelhantes aos encontrados neste estudo.

Foi realizado ldparo-ruminotomia exploratéria em trés casos, constatando rimen
timpanico, abomaso relativamente vazio e flacido, além de aderéncias do omento ao peritdnio,
cadeia linfatica mesentérica aumentada e presenca de peritonite sero-fibrinosa difusa. Estes
mesmos achados foram descritos em um relato de caso de tlcera de abomaso em uma vaca
Jersey por Pope e Bennett (26). A laparotomia exploratéria é a forma mais prética no
diagnéstico de ulceras do tipo IV (8).

No exame necroscopico, em quatro casos, observou-se na cavidade abdominal um
quadro de peritonite instalado com presenga de grande quantidade de liquido de aspecto turvo,
coloragdo amarela-esverdeada, fétido e muita fibrina recobrindo a serosa dos O6rgdos
abdominais, além da presenca de abscessos com parede capsular bem espessa. Nestes, o
omento apresentava-se espessado com hemorragias petequiais e “debris” de fibrina, aderido
as visceras ao peritonio. Estes mesmos achados foram descritos por Guard (4) e Jelinski (7).

Todos os bovinos submetidos a necropsia apresentavam na mucosa abomasal diversos
pontos de hemorragias petequiais e sufusdes, além de grande quantidade de liquido
enegrecido, codgulos, edema, inflamacgdo, ulceras multifocais de tamanhos variados,
profundas na mucosa e cobertas com tecidos necréticos, algumas recentes e outras cronicas e
cicatrizadas, distribuidas por todo o 6rgao; em dois casos, havia areia e fitobezoares (Figura 1
A, B, C, D, E e F). Esses mesmos achados foram descritos por Pope e Bennett (26) e Mills et
al. (18). Segundo Borges e Moscardini, (6) a tlcera de abomaso caracteriza-se pela presenca
dessas lesdes na mucosa do abomaso que podem ser desde pequenas erosdes até lesdes
extensas perfurando a mucosa, atingindo a muscular e as vezes a serosa. Neste trabalho foi
observada, ainda, mucosa duodenal edemaciada, moderada quantidade de sangue e todo trato
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intestinal com contetdo enegrecido; em quatro casos o intestino estava aderido em bloco, com
bastante fibrina, além de hemorragias petequiais no jejuno e ileo, decorrentes do quadro de
peritonite instalado. Estes achados sdo condizentes com os observados na literatura (23, 27,
28).

Tabela 2. Resultados hematoldgicos dos oito bovinos com tlcera de abomaso, atendidos na
CBG-UFRPE

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8  MEDIA(x) REFER?
He"(10°uL) 74 2,5 7.1 6.7 49 7.1 9,0 3,5 6,0 (5-10)
HE® (%) 0 13 35 37 27 33 27 20 28 (24 - 46)
Hb' (@dl) 157 40 10.8 11,0 8.1 9.9 6.2 59 8,6 8-15)
VCM® (fL) 566 520 49,1 56,0 s48 30,0 298 5747 49,2 (40 - 60)
CHCM' (%) 3093; 307 310 299 303 46,3 22,9 29,7 314 (30 - 36)
PPt (gdl) g 6.5 7.1 5.8 70 8.5 72 49 69 (7-8.5)
FP"(mg/dL) |9 600 900 800 1000 1.100 1400 300 888 (300- 700)
Leuc! (fuL) 35750 8500 25200 10300 30900 21450 13400 18150  20.081  (4.000-12.000)
o 3825 20412 12870 3484 5627 8.867 2.500 - 7.500
i 7.205 10.197
S o2 (45%)  (81%) [l B3y 60%)  Q6%) (%) @4,1%) (45 - 15%)
3825 4.032 7507 982 12342 10393 600 - 4.000
K 22270 %) 20703
Seg.* (/uL) o) (45%)  (16%) 2.678 (26%) 6% 5% (3%  (68%)  (516%) (15- 45%)
248 252 858 134 525 0-120
! 2,620 0
Bastt WL DU aw) (1%) (4%) (1%) 0 2,5%) 0-2%)
134 27 0-200
6.m 0 9 0
Bas6.™ (/uL) 85(1%) 0 0 a%) 0 0 ©0.17%) ©-2%)
170 0 21 0 -2.400
n 0 0
Eos." (JuL) 0 o 0 0 0 0.13%) 5
504 182 231 25 - 840
o 655 0
Mon.” (/uL) 5106%) 0 ) 0 0 (1%) (L5%) 3-1%)

0

* Kramer (29); ® Hemacia; © Hematdcrito; ¢ Hemoglobina; ¢ Volume corpuscular médio; " Concentraciio corpuscular média; &
Proteina plasmatica total; " Fibrinogénio plasmético;  Leucdcitos; ’ Linfécitos; * Segmentados; ! Bastonetes; ™ Baséfilo; "
Eosinéfilo; ° Mondcito.

Em cinco casos, os locais mais acometidos por perfura¢des foram a regido pildrica e
curvatura maior do abomaso e, a abertura variava de aproximadamente dois a cinco
centimetros de extensao, deixando fluir conteido abomasal. Esta regido apresentava-se ainda,
com coloracdo avermelhada e presenca de moderada quantidade de sangue. As pregas
abomasais estavam bastante edemaciadas e com presenca de tlceras multifocais de tamanhos
e formas variadas (Figura 1 C). Achados estes condizentes com a literatura, pois para
Marshall (8) a maioria das ulceras pode ser encontrada, tanto na curvatura maior da regiao
fundica, quanto na regido pildrica. As erosdes geralmente estdo localizadas nas bordas e
laterais das pregas do abomaso. Segundo Guard (4), a porcao ventral do abomaso € a mais
frequentemente acometida. Porém, em um estudo realizado por Mills et al. (18) as lesdes
abomasais perfurantes encontradas, apesar de estarem presentes nestas regides ja citadas
anteriormente, o maior nimero delas ocorreu no piloro.
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a3 L N
Figura 1. A — Ulcera perfurada; B — Abomasite, mucosa congesta e presenca de dois
fitobenzoares; C — Presenca de ulceras difusas e de tamanhos variados, além de edema na
regidio das pregas abomasais; D — Ulcera cicatrizada; E — Ulceras cicatrizadas perfurando as
pregas abomasais; F — Aspecto de liquido ruminal de coloracdo enegrecida, obtido de um

bezerro acometido por tlcera de abomaso.

-

Os rins de dois bovinos apresentavam-se com dreas multifocais deprimidas, de
coloragcdo amarelo-acinzentada na superficie adentrando a cortical, além de pequenos cistos e
areas de infartos; o figado encontrava-se aumentado, de consisténcia firme, e sua face visceral
do lobo esquerdo, com aderéncia focal ao abomaso, em dois casos; no rimen de um animal
havia presenca de cinco pilobezoares, de tamanhos variando entre dois e seis centimetros de
diametro e esféricos, além da presenca de graos de areia em grande quantidade; o omaso de
dois bovinos apresentava mucosa com ulceras perfuradas de tamanhos variados, algumas
cicatrizadas. Estes mesmos achados foram descritos por Guard (4) e Jelinski (7).
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CONCLUSAO

A tlcera de abomaso se faz presente na rotina clinica dos ruminantes, decorrentes de
falhas no manejo nutricional e sanitdrio, sendo de dificil diagndstico no inicio da doenca.
Contudo, com sua evolu¢do pode causar transtornos clinicos graves, levando os animais a
obito, gerando com isso grandes perdas econdmicas. Portanto, a ado¢do de praticas sanitdrias

corretas, associadas a suplementacdo alimentar adequada, é fundamental para prevenir a
ocorréncia desta enfermidade.
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RESUMO

A alimentac¢do € o componente que mais eleva o custo de producdo de suinos, o que justifica a
realizacdo de estudos com ingredientes que melhorem o valor nutricional das racdes. Desse
modo, o trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a utilizagdo de graos umidos de
milho ensilados ou preservados com propionato de célcio para leitdes desmamados. No
experimento I (EI) foram utilizados 63 animais (6,8 + 1,02 aos 24,0 £ 2,51 kg), com trés
tratamentos: racoes a base de graos de milho seco moido (MSM); racdes a base de silagem de
graos umidos de milho moido (SGUM); racdes a base de silagem de graos imidos de milho
moido acidificado com 1,2% de propionato de cédlcio (SGUMA) e seis repeticoes. No
experimento II (EII) foram utilizados 36 suinos (8,3 + 0,68 aos 26,7 + 1,29 kg), com dois
tratamentos: racoes a base de silagem de graos imidos de milho moido (SGUM) e racgdes a
base de grdos umidos de milho moido preservado com 2,4% de propionato de célcio
(GUMA) e seis repeticoes. No EI ndo houve efeito dos tratamentos no consumo didrio de
racdo (CDR); o ganho diério de peso (GDP) nos primeiros sete dias foi menor nos leitdes que
receberam SGUMA, comparado aqueles que receberam MSM, embora no periodo total
estudado ndo houve diferenca entre tratamentos; a conversdo alimentar (CA) na primeira
semana dos leitdes que receberam SGUMA foi pior em relacdo aos demais, mas no periodo
total os animais alimentados com SGUM apresentaram melhor CA em relagdo aqueles
alimentados com MSM. No EII ndo houve diferenca no CDR entre os tratamentos; o GDP nos
primeiros oito dias e no periodo total foi menor nos leitdes que receberam GUMA; a CA na
primeira semana nao diferiu, enquanto no periodo total os animais alimentados com SGUM
foram mais eficientes. O SGUM apresenta melhor valor nutricional para leitdes no periodo
total de creche comparada ao MSM, pois determina melhora da CA. Nao ha vantagens no
desempenho de leitdes com o uso do propionato de célcio como aditivo no processo de
ensilagem ou como preservativo na conservagao de graos imidos de milho.

Palavras-chave: conservacido de graos, desempenho, silagem, suinos
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FEEDING NURSERY PIGLETS WITH HIGH MOISTURE CORN ENSILED OR
PRESERVED WITH CALCIUM PROPIONATE

ABSTRACT

Food is the component that most increases the cost of pig production. It justifies the studies of
ingredients that improve the nutritional value of diets. This study was conducted to evaluate
the use of high moisture corn silage or preserved with calcium propionate for weaning pigs. In
experiment I (EI) it was used 63 animals (6.8 £ 1.02 to 24.0 + 2.51 kg) with three treatments:
diets based on dry ground corn grains (DGC), diets based on silage with high moisture corn
(HMCS), diets based on silage, high moisture corn acidified with 1.2% calcium propionate
(HMCS), and six repetitions. In experiment II (EII) it was used 36 pigs (8.3 = 0.68 to 26.7 +
1.29 kg) with two treatments: diets based on silage with high moisture corn (HMCS) and
diets based on high moisture corn grain preserved with 2.4% calcium propionate (HMCGA)
and six repetitions. In EI there was no treatment effect on daily feed intake (DFI). The daily
gain (ADG) during the first seven days was lower in piglets fed HMCS compared to those
receiving DGC, but in the total period studied there was no difference among treatments. Feed
conversion (FC) in the first week of pigs receiving HMCS was worse compared to the others,
but in the entire period the animals fed with HMCGS had better FC compared to those fed
with DGC. In EII there was no difference in DFI between the treatments. The ADG in the first
eight days and in the entire period was lower in piglets fed with HMCGA. FC in the first
week did not differ, while in the total period the animals fed with HMCS were more
efficient. When compared to DGC, HMCS was of better nutritional value for pigs in total
nursery period because there was improvement in FC. There was no benefit in the
performance of pigs with the use of calcium propionate as an additive for ensiling process or
as a preservative for the preservation of high moisture corn.

Keywords: grain storage, performance, silage, swine

ALIMENTACION DE LECHONES EN JAULAS CON GRANO DE MAIZ HUMEDO
ENSILADO O CONSERVADO CON PROPIONATO DE CALCIO!

RESUMEN

La alimentacién es el componente que mas eleva el costo de produccién en cerdos, lo que
justifica la realizacién de estudios que mejoren el valor nutricional de las dietas. Por lo
anterior, este trabajo fue realizado con el objetivo de evaluar la utilizacién de grano de maiz
himedo ensilado o preservado con propionato de calcio en lechones destetados. En el
experimento [ (EI) fueron utilizados 63 animales (6,8 + 1,02 a 24,0 + 2,51 kg), con tres
tratamientos: dieta a base de grano de maiz seco molido (MSM); dieta a base de ensilado de
grano de maiz molido (SGUM); dieta a base de ensilado de grano de maiz himedo molido,
acidificado con propionato de calcio al 1,2% (SGUMA) y seis repeticiones. En el experimento
IT (EII) fueron utilizados 36 cerdos (8,3 + 0,68 a 26,7 + 1,29 kg), con dos tratamientos: dieta a
base de ensilado de maiz himedo molido (SUGM) y dieta a base de grano de maiz himedo
molido, conservado con propionato de calcio al 2,4% (GUMA) y seis repeticiones. Durante el
EI no se encontré efecto de los tratamientos en el consumo diario de la dieta (CDR); la
ganancia diaria de peso (GDP) durante los primeros 7 dias fue mds baja en los lechones que
recibieron SGUMA, comparada con aquellos que consumieron MSM. Adn asi, no hubo
diferencia entre estos dos tratamientos al final de la evaluacién. La conversién alimenticia
(CA) en la primera semana de SGUMA fue la peor en relacién a los otros lechones; sin
embargo, en el periodo total los animales alimentados con SGUM presentaron mejor CA en
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relacion con aquellos alimentados con MSM. En el EIl no fueron encontradas diferencias en
la GDP durante los primeros ocho dias. En el periodo total, la GDP fue mds baja en los
lechones que recibieron GUMA; No hubo diferencia significativa en la CA durante la primera
semana; no obstante, en el periodo total los animales alimentados con SGUM fueron maés
eficientes. El SGUM presenta mejor valor nutricional que el MSN en términos de periodo
total en jaulas ya que mejora la CA. No existen ventajas en la utilizacién de propionato de
calcio como aditivo en el proceso de ensilado o como conservador de grano de maiz himedo
en el desempefio productivo de los lechones.

Palabras clave: cerdos, conservacion de granos, comportamiento, ensilado
INTRODUCAO

No intuito de melhorar a rentabilidade da producdo, os suinocultores t€ém buscado
aumentar a produtividade e reduzir os custos, utilizando animais com alto valor genético e de
boas condicdes sanitdrias, adequados programas de manejo e de nutricao.

O gasto com alimentacdo representa cerca de 60 a 70% do custo de produgdo do suino
terminado (1) e o milho participa em 50 a 80% da composi¢do total das racdes (2). Diante
disso, a busca de alimentos alternativos € uma preocupagao constante dos pesquisadores, que
visa otimizar os indices produtivos e econdmicos nos sistemas de produ¢do. Uma alternativa
para redugdo nos custos das ragdes tem sido o uso da silagem de graos imidos de milho (3).

Diversas vantagens da silagem de graos imidos em relacdo ao milho seco podem ser
citadas, dentre elas, antecipacdo da colheita, reducao nas perdas quantitativas e qualitativas na
fase pos-colheita, sistema de armazenamento mais simples e econdmico, conservacao do valor
nutritivo por maior periodo de tempo, maior disponibilidade de nutrientes, menor incidéncia
de diarréia em animais recém-desmamados e auséncia de taxas e impostos, que incidem sobre
o milho seco que € adquirido no mercado formal (4).

Visando a melhora na qualidade nutricional da silagem de grdos umidos, tem sido
proposto o uso de aditivos, principalmente bioldgicos ou quimicos, no momento de confec¢ao
da silagem. Os aditivos para silagem podem ser classificados nas categorias de estimulantes
da fermentacdo (culturas bacterianas ou fontes de carboidratos), inibidores da deterioracdo
aerdbia (dcidos organicos), nutrientes e absorventes (5).

Existem duas alternativas de uso dos acidos orgénicos e de seus sais, especialmente de
sédio e cdlcio, para preservacdo do milho colhido com teor alto de umidade. Em dosagens
menores contribuem para melhorar a estabilidade aerébia da silagem, atuando como aditivo,
dificultando o crescimento de fungos e leveduras apds abertura do silo e, em dosagens
maiores, determinam a inibicdo completa do processo de fermentacao (6).

Em um estudo que monitorou a temperatura de graos imidos de milho, preservados
com dcidos organicos ou ensilados, apds exposi¢do ao ar em uma sala mantida a temperatura
de 24 a 27 °C, observou-se aumento na temperatura inicial de 15 °C dentro das primeiras 24
horas na silagem e nenhuma variacao no milho preservado (7).

Juchem e Rodrigues (8) recomendaram o uso de 4cido propidnico para preservacao dos
graos de milho com 30% de umidade durante 12 meses de armazenamento, entretanto,
lembraram que a aplicacdo correta de 4cidos deve baixar o pH para préximo de 4,0 e que para
isso deve ser levado em consideracdo o teor de umidade dos graos, a duragdo do periodo de
armazenamento e a taxa de descarregamento do silo.

O presente trabalho foi realizado para avaliar os efeitos da ensilagem de graos imidos
de milho moidos com ou sem o uso de propionato de cilcio como aditivo, e de grdos umidos
de milho moidos preservados com propionato de calcio sobre a qualidade do produto final e o
desempenho de leitdes desmamados.
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MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos nas instalacdes experimentais para suinos da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu.

Para a produgdo da silagem de grdos umidos de milho moido, silagem de graos umidos
de milho moido acidificados com 1,2% de propionato de cdlcio e dos graos imidos de milho
moido preservados quimicamente com 2,4% de propionato de cdlcio, os graos foram colhidos
e triturados em moinho de serra com peneira de 6mm e em seguida armazenados em tambores
plasticos de 100 litros.

Os leitdes foram alojados em salas contendo baias metdlicas elevadas, medindo 1,0 x
1,75 m, equipadas com comedouro, bebedouro tipo chupeta e campanula para aquecimento,
durante toda a fase de creche.

As amostras de graos umidos ensilados com ou sem propionato de cdlcio ou
preservados com propionato de cdlcio foram coletadas na abertura dos tambores para
elaboracdo das ragdes e imediatamente submetidas a andlises bromatolégica, de pH,
granulometria e perfil de dcidos organicos.

As andlises bromatoldgicas foram efetuadas segundo metodologias propostas pela
AOAC (9). Para a andlise de pH, 20 g de amostra foi suspensa em 30 ml de dgua deionizada,
formando uma massa homogénea, que foi agitada por barra magnética e agitador elétrico por
10 minutos e, em seguida, realizada a leitura em um potenciometro. As avaliacdes de
granulometria foram realizadas de acordo com metodologia descrita por Zanotto e Bellaver
(10), enquanto que o perfil de dcidos organicos foi determinado a partir das amostras que
foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 8 minutos, em seguida foram filtradas em
membrana pvdf (0,22um de poro 13 mm de didmetro hieroglifica) da marca MILLI PORE,
para reter o material sélido e posteriormente colocadas no frasco do injetor automético do
cromatégrafo liquido Varian, modelo PRO STAR 410, com duas bombas bindrias, injetor
automdtico e detector IR (Indice de refracdo), coluna BIO RAD HPX87H (65°C) e tempo de
corrida 0,6 ml por minuto, num tempo total de 35 minutos.

Experimento I

Utilizaram-se 63 leitdes mesticos (Large white x Landrace) com peso médio inicial de
6,83 + 1,02 e final de 24,01 + 2,51 kg e com idade média inicial de 30 dias, em um
experimento com trés tratamentos e seis repeti¢des. O delineamento foi o de blocos ao acaso e
os critérios para a formacao dos blocos foram o peso € 0 sexo.

A cada unidade experimental, formada por trés leitdes (trés blocos) ou quatro leitdes
(trés blocos), atribuiu-se um dos seguintes tratamentos: racdes a base de graos de milho seco
moido (MSM), racdes a base de silagem de graos imidos de milho moido (SGUM) e racdes a
base de silagem de grdos imidos de milho moido acidificados com 1,2% de propionato de
calcio (SGUMA). Usou-se em todos os tratamentos uma tnica variedade de milho, produzida
em mesmas condic¢des de solo, clima, adubacdo e tratos culturais, que foi colhido com 25,72%
e 13,20% de umidade, respectivamente, para a producdo das silagens e milho seco. A
composi¢ao quimica do milho seco, da silagem de graos imidos de milho e graos acidificados
¢ apresentada na Tabela 1.

Durante o periodo experimental (30 dias) foram fornecidas trés ragdes a vontade para os
leitdes, racdo inicial I até o 7 ° dia, ragdo inicial II do 8° ao 22° dia e ragdo inicial III do 23°
ao 30° dia. As ragdes foram formuladas para atender no minimo as exigéncias nutricionais
propostas pelo NRC (11), exceto para proteina bruta (Tabela 2).

As ragdes foram preparadas diariamente, a partir de um concentrado, usando misturador
com capacidade para 50 kg. A quantidade de silagens de grdos imidos de milho moidos
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(SGUM e SGUMA) foi corrigida considerando os teores de matéria seca do milho seco e das
silagens.

Tabela 1. Composi¢do bromatoldgica na matéria seca do milho seco moido (MSM), silagem de graos
umidos de milho moido (SGUM), silagem de graos timidos de milho moido acidificado com 1,20%
propionato de cdlcio (SGUMA) e dos graos umidos de milho moido preservados com 2,40 % de
propionato de cilcio (GUMA).

Produto Experimento PB(%) EE(%) MM(%) ENN (%) FB (%)
MSM 1 9,53 5,11 1,01 81,75 2,60
SGUM 1 9,13 5,63 1,09 81,87 2,28
SGUMA 1 9,04 5,11 1,68 82,05 2,12
SGUM 2 9,11 5,71 0,98 82,56 1,64
GUMA 2 8,39 4,96 2,08 83,14 1,43

Tabela 2. Composi¢do centesimal e nutricional das racdes fornecidas nas fases 1 , II e III dos
experimentos I e I".

Ingredientes (%) Fase I Fase I1 Fase II1
Milho Seco 40,218 53,160 64,397
Farelo de soja 20,000 26,000 27,540
Soro de leite 19,700 9,900 —
Células sangiifneas’ 2,610 0,810
Farinha de trigo 9,600 1,800 -—-
Actcar 4,000 5,000 3,000
Oleo de soja ——— — 1,500
Fosfato bicalcico 1,800 1,540 1,740
Calcario 0,620 0,760 0,820
Sal 0,350 0,350 0,350
Premix mineral’ 0,100 0,100 0,100
Premix vitaminico* 0,050 0,050 0,050
Sulfato de cobre (25%) - 0,077 ---
Oxido de zinco 0,290
Cloreto de colina 0,040 0,030 0,030
L - Lisina HC1 0,344 0,269 0,351
DL - Metionina 0,098 0,052 0,042
L-Treonina 0,150 0,072 0,080
Antioxidante 0,030 0,030 e
TOTAL 100,000 100,000 100,000
Valores Calculados’

ED (kcal/kg) 3.350 3.365 3.426
PB (%) 18,56 18,58 18,01
Ca (%) 0,86 0,79 0,79
P total (%) 0,69 0,64 0,64
Lisina (%) 1,39 1,24 1,20
Metionina (%) 0,37 0,34 0,33
Treonina (%) 0,90 0,81 0,78
Triptofano (%) 0,23 0,23 0,22

"As silagens de grios timidos de milho moido e os grdos imidos de milho moido preservado com propionato de calcio
substituiram o milho seco nas racdes com base na mesma matéria seca, >AP-301 da American Protein Corporation, *Premix
mineral suprindo as seguintes quantidades /kg de rag¢@o: Ferro 100 mg; Cobre 7,2 mg; Zinco 80mg; Manganés 48 mg lodo
0,48 mg, “Premix vitaminico suprindo as seguintes quantidades / kg de racdo: Vit.A,15.000 UL, vit.D; 1.500UI ; Vit. E,
50mg; vit. K5 3mg; Tiamina, 2,50 mg; Riboflavina, 7mg;Pirodoxina, 4 mg; Cianocobalamina, 35mcg; Acido folico,1,5 mg ;
Biotina, 150mcg; Acido Pantoténico,20mg; Niacina, 35 mg; Selenio, 300mcg , >Valores calculados com base em analises
bromatolégicas do milho seco e na composi¢io média das demais matérias primas apresentadas por ROSTAGNO et al. (26).
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O consumo de ragdo e o ganho de peso foram obtidos por pesagem dos animais no
inicio do experimento, no sétimo, no vigésimo segundo e no trigésimo dia e da ragdo
fornecida e das sobras diariamente.

Os dados de desempenho foram submetidos a anélise de varidncia utilizando o GLM do
SAS (12). As médias dos resultados dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey.
A comparacdo das médias entre os tratamentos com silagens e com milho seco foi realizada
por contrastes ortogonais.

Experimento 11

Foram usados 36 leitdes mesti¢os (Large white x Landrace) com peso médio inicial de
8,28 £ 0,68 e final de 26,65 + 1,29 kg, e com idade média inicial de 30 dias, num experimento
com dois tratamentos e seis repeti¢cdes. O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso,
considerando o peso e 0 sexo.

A unidade experimental era constituida por trés leitdes que receberam um dos seguintes
tratamentos: ragdes a base de silagem de graos imidos de milho moido (SGUM) ou racdes a
base de graos imidos de milho moido preservado quimicamente com 2,4% de propionato de
calcio (GUMA). Utilizou-se, nos dois tratamentos, uma Unica variedade de milho, produzida
em mesmas condi¢des de solo, clima, adubacdo e tratos culturais, colhida com teor de
umidade de 26,82%. A composi¢do bromatolégica da SGUM e GUMA ¢ apresentada na
Tabela 1.

Foram fornecidas trés racdes a vontade para os leitdes durante o periodo experimental
de 28 dias, racdo inicial I nos primeiros 8 dias, racdo inicial IT do 9° ao 20° dia e racdo inicial
III do 21° ao 28°dia. As ragdes foram formuladas para atender em, no minimo, as exigéncias
nutricionais propostas pelo NRC (11), exceto para proteina bruta, para cada uma das fases
estudadas (Tabela 2).

O ganho de peso e o consumo das ragdes foram calculados com base na pesagem dos
animais no inicio do experimento, no 8°, 20° e no 28° dia e da racdo fornecida e das sobras.
As ragdes eram fornecidas diariamente e as sobras eram pesadas, identificadas e armazenadas
em freezer para, posteriormente, serem analisadas para determinagdo do teor de matéria seca.
Os dados de desempenho foram submetidos a andlise de variancia utilizando- se o GLM do
SAS (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH das silagens de graos umidos de milho moido (3,80 e 4,00) e de graos
umidos de milho moido acidificado (4,11) ficaram préximos da faixa considerada mais
adequada para a conservacdo de graos umidos, que € de 3,8 a 4,2 (13), contudo, os graos
umidos de milho moido preservado com 2,4% de propionato de cdlcio apresentou pH de 4,8
(Tabela 3). Resultados semelhantes foram obtidos por Johnson et al. (14), que verificaram
valores de pH de 4,05 e 3,86 para silagens de graos umidos de milho e Castro et al. (15), que
observaram pH de 3,92 para silagem de graos umidos de milho. O milho seco apresentou
valor de pH de 5,77, muito préximo dos valores encontrados por outros autores (2, 15, 16)

O diametro geométrico médio das particulas (DGM) de MSM foi menor do que da
SGUM (Tabela 3) e encontra-se préximo do limite superior do intervalo de 500 a 650 pm,
recomendado por Zanotto et al. (17) e Zardo e Lima (18) para a moagem do milho seco usado
em ragdes de suinos. Os valores de DGM das silagens e do milho preservado com &cido
propidnico foram semelhantes aqueles determinados por Lopes et al. (19, 20).
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Tabela 3. Valores médios de pH, didmetro geométrico médio (DGM) e perfil de dcidos orgénicos do
milho seco moido (MSM), das silagens de graos imidos de milho moido e dos grdos imidos de milho
moido preservado com 2,4% propionato de célcio (GUMA).

Variavel MSM  SGUM' SGUMA?  SGUM® GUMA
pH 5,77 3,80 4,11 4,00 4,80
DGM (um) 653 1205 1285 1,115 1,153
Total de 4c.orgdnicos (% MS) ——— 0,87 3,23 0,83 1,92
Lético (%) 61,16 40,12 22,33 11,50
Acético (%) 25,69 36,07 37,56 7,31
Propi6nico (%) 12,18 23,81 28,62 80,15
Butirico (%) 0,97 0 11,49 1,04

'Silagem de grdos Gmidos de milho moido usada no expeimento I; 2 silagens de grios dmidos de milho moido acidificado
usada no experimento I; * Silagem de grdos imidos de milho moido usada no expeimento II.

A adi¢do de 1,2% de propionato de cdlcio nos graos umidos de milho moido para a
producdo de silagem alterou a relacdo de &cidos organicos da SGUMA, reduzindo a
porcentagem relativa dos 4cidos ldtico e butirico e aumentando a dos &cidos acético e
propidnico (Tabela 3). Quando se adicionou 2,4% de propionato de cédlcio nos graos umidos
de milho moido, o perfil de 4cidos organicos do produto GUMA foi totalmente alterado e
verificou-se predominéncia do dcido propidnico, o que ja era esperado (Tabela 3).

O maior teor de 4cido latico ¢é indicativo de silagem de melhor qualidade, enquanto o
teor de 4cido butirico indica perdas significativas de matéria seca, redu¢do da aceitabilidade e
da estabilidade da silagem. Segundo Mahanna (21), em silagem de graos umidos de boa
qualidade o 4cido latico deve ser dominante e estar presente de 1 a 3%, o butirico e acético em
niveis menores que 0,1% e o propidnico em torno de 1% na matéria seca da silagem, ou seja,
em relacdo aos demais dcidos organicos, o litico deve variar de 24 a 73% e que o &cido
butirico deve ter valor menor ou igual a 2,4%.

O perfil de dcidos organicos indicou melhor qualidade para a SGUM e SGUMA usadas
no primeiro experimento e pior qualidade para a SGUM avaliada no segundo experimento
(Tabela 3). Considerando que o teor de umidade dos graos, a granulometria e as técnicas de
enchimento, compactagdo e vedacdo dos silos foram semelhantes em ambos os experimentos,
este resultado talvez possa ser explicado pela diferenca de temperatura ambiente e,
consequentemente, da atividade microbiana durante a ensilagem.

No experimento nio houve efeito dos tratamentos (P>0,05) no consumo diério de racio
em nenhum dos periodos (Tabela 4). O ganho didrio de peso e a conversdo alimentar nos
primeiros sete dias foram piores (P<0,05) nos leitdes que receberam SGUMA, comparado
aqueles que receberam MS, embora no periodo total estudado ndo tenha havido diferencas
entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios consumo didrio de racdo (CDR), ganho didrio de peso (GDP) e conversio
alimentar (CA) dos leitdes no experimento I'.

Variavel Periodo (dias) MSM SGUM SGUMA CV (%)
CDR (g)° 0-7 636 a 633 a 657 a 13,00
CDR (g)° 0-30 933 a 905 a 961 a 8,63
GDP (G)3 0-7 579 b 544 ab 519 a 12,74
GDP (G)’ 0-30 559 a 585 a 595 a 8,81
CA 0-7 1,19 a 1,16 a 1,28 b 8,18
CA® 0-30 1,66 b 1,55 a 1,62 ab 5,66

"Valores seguidos de mesma letra na linha, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
*Valores de CDR ajustados para mesma base de matéria seca do milho seco (88,97%).
3Seco x Ensilado (P<0,05)

LOPES, ABRC Alimentacdo de leitdes na creche com grdos imidos de milho ensilados ou preservados com
propionato de cdlcio. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 207-217.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 214

A conversdo alimentar dos leitdes que receberam SGUM foi melhor (P<0,05) nos
primeiros sete dias comparada com aqueles que receberam ragdo com SGUMA (Tabela 4),
nao demonstrando vantagem do uso de propionato de célcio como aditivo no processo de
ensilagem. O emprego do acido propidnico tém sido eficiente na restrigdo do crescimento
fingico, mas seu uso € limitado pelo alto custo (5). A utiliza¢do de dcidos organicos, portanto,
seria indicada em condi¢Oes desfavordveis a fermentacdo natural, como o baixo teor de
umidade dos graos (<26%), condi¢des inadequadas de armazenamento, esvaziamento lento do
silo, histérico de aquecimento ou presenca de fungos ou quando fosse necessdria a
transferéncia do material ensilado de um lugar para outro (5).

A comparagdo do desempenho dos animais alimentados com rag@o contendo milho seco
ou silagens por anédlise de contrastes no experimento I, revelou piora no ganho didrio de peso
(P<0,05) na primeira semana daqueles que receberam silagens (Tabela 4), provavelmente
devido ao fato dos leitdes estarem se adaptando as silagens, que propiciaram ragdes mais
dcidas e com maior DGM das particulas, causando redu¢do de aproximadamente 6% no
consumo médio neste periodo. Por outro lado, no periodo total de creche, o ganho didrio de
peso e a conversao alimentar dos leitdes alimentados com ragdes com silagem foram melhores
(P<0,05).

Melhores respostas no desempenho, especialmente na conversdo alimentar, também
foram verificadas por Tse et al. (2), Oliveira et al. (4), Castro et al. (15), Tofoli et al. (16) e
Lopes et al. (19, 20), quando forneceram ra¢des com silagem de graos imidos de milho para
leitdes na fase de creche, o que foi atribuido as alteragdes estruturais que ocorrem no
endosperma do milho ensilado (19, 20, 22) e ao pH das racdes com silagem (2).

O processo de ensilagem provoca alteracdes no endosperma dos graos, como o
rompimento da matriz protéica (19, 20, 22) e modifica¢des estruturais nos granulos de amido
(22), favorecendo a digestdo. Além disso, o menor pH das silagens pode ter favorecido a
reducdo do pH no estdbmago, contribuindo para maior taxa de retencdo da digesta, maior
ativacdo das pepsinas e redugdo na proliferacao de coliformes (23, 24), maior dissociacdo dos
compostos minerais da dieta e melhora da satde intestinal (25). Segundo Lima et al. (26) e
Lopes et al. (27), o processo fermentativo que ocorre na silagem produz um alimento com
maior digestibilidade e disponibilidade de energia devido ao baixo pH, favorecendo o
desempenho de animais jovens que apresentam reduzida capacidade de acidificacdo dos
alimentos no estdmago.

No experimento II, ndo houve efeito dos tratamentos (P>0,05) no consumo didrio de
racdo em nenhum dos periodos, contudo, o ganho didrio de peso nos primeiros oito dias, o
ganho didrio de peso e a conversdo alimentar no periodo total foram melhores (P<0,05) nos
leitdes que receberam ragdes com SGUM em relacdo aqueles alimentados com racdes
contendo GUMA (Tabela 5), demonstrando vantagem da ensilagem em relagdo a preservacao
quimica do milho imido.

Tabela 5. Valores médios de consumo didrio de ragdo (CDR), ganho didrio de peso (GDP) e conversao
alimentar (CA) dos leitdes no experimento Ir'.

Variavel Periodo (dias) SGUM GUMA CV (%)
0-8 614 a 592 a 332
CDR (g) 0-28 1090 a 1102 a 2,63
0-8 461 a 390 b 9,94
GDP (G) 0-28 682 a 631 b 3,13
CA 0-8 133a 1552 13,37
0-28 1.60 b 175 a 5.52

®Valores seguidos de mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste F (P>0,05).
"Valores de consumo didrio de racdo (CDR) ajustados para mesma base de matéria seca do milho seco (88,97%).
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CONCLUSOES

A silagem de graos umidos de milho apresenta melhor valor nutricional para leitdes no

periodo total de creche comparada com graos de milho seco, pois determina melhora da CA.
Nao ha vantagens no desempenho de leitdes com o uso do propionato de célcio como aditivo

no

processo de ensilagem ou como preservativo na conservacao de graos umidos de milho.
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ISOLATED OF HEALTHY HENS (Gallus gallus)
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ABSTRACT

Intestinal microbiota of the chickens is composed by many species of bacteria that benefit the
host in many ways during its life. When the host is submitted to inadequate treatments with
antibiotics, this microbiota suffers a selection trial, becoming resistant to these drugs. It was
evaluated the resistance profile of Escherichia coli isolated from intestine of healthy posture
hens to the antibiotics. From 100 samples analyzed, 83 showed resistance to more than three
antibiotics, and two were resistant to all of the tested antibiotics.

Keywords: antibiotics, microbiota, Escherichia coli, resistance, hens.

AVALIACAO DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli
ISOLADAS DE GALINHAS (Gallus gallus) SAUDAVEIS

RESUMO

A microbiota intestinal das aves € composta por indmeras espécies bacterianas que
beneficiam o hospedeiro de alguma maneira durante toda sua vida. Quando o hospedeiro é
submetido a tratamentos inadequados com antimicrobianos, essa microbiota sofre um
processo de selecdo, podendo tornar-se resistente a esses medicamentos. Nesse estudo
avaliamos o perfil de resisténcia de amostras de Escherichia coli isoladas do intestino de
galinhas de postura sauddveis aos antimicrobianos. Das 100 amostras analisadas, 83
apresentaram resisténcia a mais de trés antimicrobianos, sendo que duas amostras foram
resistentes a todos os antibidticos.

Palavras-chave: antimicrobianos, microbiota, Escherichia coli, resisténcia, galinhas.

EVALUACION DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli
AISLADA DE GALLINAS (Gallus de gallus) SANAS

RESUMEN

La microbiota intestinal de los pollos se compone de muchas especies bacterianas que
benefician al huésped de diversas maneras durante toda su vida. Cuando el huésped es
sometido a tratamientos antibidticos inadecuados, este microbiota sufre un proceso de
seleccion y puede llegar a crear resistencia a dichos farmacos. En este estudio, evaluamos el
perfil de resistencia de Escherichia coli aislada del intestino de gallinas de postura sanas. De
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las 100 muestras, 83 presentaron resistencia a mas de tres antibidticos y dos de las muestras
fueron resistentes a todos los antibidticos probados.

Palabras clave: antibidticos, microbiota, Escherichia coli, resistencia, gallinas.

INTRODUCTION

Escherichia coli (E. coli) is a Gram negative bacillus, facultative anaerobic, belonging
to the family Enterobacteriaceae, found colonizing the healthy gut of birds and mammals (1).
The pathogenic lineages for birds are named Avian Pathogenic Escherichia coli (2),
responsible for infections characterized by signs of septicemia, peritonitis, pneumonia,
aerossaculitis, pericarditis, onfalitis and salpingitis. The infection caused by E. coli represent
one of the main problem of the industrial poultry breeding, responsible for economic losses as
mortality, decrease of weight and condemnation of carcasses in the slaughterhouse (3). The
use of antibiotics in the animal food as "promoters of growth" or in an indiscriminate way
under the form of sub or over dosage (3), increases the resistance genes selection pressure to
the antibiotics for multiresistant bacterial lineages (4).

Studies have shown the resistance genes transmission between the micro-organisms.
This fact has become a concerning a public health problem, as the genes of resistance may be
transfered to pathogenic bacteria that can infect the humans (5). Many species of the family
Enterobacteriaceae present in the gut of healthy birds are frequently exposed to several
antibiotics during the life of the animal (6). The present study evaluated the profile of
resistance to 12 antibiotics in isolated of E. coli obtained from the excrements of adult healthy
hens, without intestinal signs.

MATERIAL AND METHODS

One hundred samples of E. coli obtained from the healthy posture hens excrements were
used. The samples were isolated utilizing swab of cloaca, and cultivated in 4gar MacConkey,
in conditions of aerobiosis, to 37° C, for 24 hours. The characteristic colonies were submitted
to the biochemical analysis. For the achievement of the sensitiveness test to the antibiotics,
the colonies identified like E. coli were submitted to the diffusion standard test with disks (7),
utilizing 12 antibiotics: cefalexin (30pg), gentamicin (10pg), enrofloxacin (Spg), norfloxacin
(10pg), doxiciclin (30ug), florfenicol (30ug), cloranfenicol (30pg), neomycin (30pg),
amoxicillin (10pg), tetraciclin (30pg), ampicillin (10pg) and penicillin (10pg).

The results were submitted to the statistical analysis, using the program SAS (table 1).

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the antibiogram results. From 100 samples of E. coli, just two (2%)
showed itself sensitive to all the tested antibiotics, 15 presented resistance to one or two
antibiotics and the other samples were resistant to three or more antibiotics; two of them were
resistant simultaneously to the 12 tested antibiotics. Zao et al (8) described similar results
when evaluating 95 isolated samples of E. coli, in which 71% were resistant to five or more
antibiotics.
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Table 1. Sensitivity and resistance by 100 bacterial strains of Escherichia coli from the normal
intestinal microbiota of hens.

Antimicrobial % sensibility/ Risk of bacterial resistance

% resistance RAP CI95% Value P
Penicillin 0/100 Reference Reference NA
Amoxicillin 17/83 0,049 0,01-0,38 <0,004
Ampicillin 0/100 1,0 0,06-16,21 >0,1
Cefalexin 25/75 0,03 0,004-0,23 <0,001
Cloranfenicol 85/15 0,002 0,001-0,01 <0,0001
Doxiciclin 50/50 0,01 0,001-0,07 <0,0001
Enrofloxacin 75725 0,003 0,001-0,02 <0,0001
Florfenicol 67/33 0,005 0,001-0,04 <0,0001
Gentamicin 75725 0,003 0,001-0,02 <0,0001
Neomicin 0/100 1,0 0,06-16,21 >0,1
Norfloxacin 50/50 0,01 0,001-0,07 <0,0001
Tetraciclin 50/50 0,01 0,001-0,07 <0,0001

RAP: Ratio of adjusted proportions;
CI 95%: Confidence interval 95% probability;
NA: Not Applicable.

Neomicin and ampicillin were not effective for the isolated samples. Blanco et al. (4)
observed resistance in 46% of the isolated sample for ampicillin and 79% for neomicin when
evaluating 310 isolated samples, differing from the results found in this study. The antibiotic
which showed the best effectiveness facing the 100 isolated samples was cloranfenicol with
85% of sensitiveness. Zao et al. (8) observed 89% of sensitiveness of E. coli to this
antibiotic. The prescription of antibiotic for healthy birds, in subtherapeutic concentrations
for prolonged time, exposes microbiota to a selective pressure, enabling the acquisition of
resistance genes to the antibiotics. The intestinal lumen complex, where a great amount of
bacteria interacts in very limited space, represents an ideal niche for studies in vivo of the
resistance genes transfer between different species and gender (9).

The occurrence of multiresistant samples of E. coli from animal origin is concerning to
the world health organization (10). Another prominent point resides in the fact of the
majority of the antibiotics available in the market are based on ampicillin or neomicin that,
coincidentally are broadly used in the human and veterinary medicine. However, these drugs
of the group showed have low or no efficiency against all the samples tested, fact that can be
consequence of the inappropriate use of the antibiotics in the poultry breeding.

CONCLUSION

Escherichia coli samples isolated from excrements of healthy birds were resistant to
the antibiotics, fact that is a great problem for the poultry breeding and public health with
dissemination risk of multiresistant gene to the antimicrobians to other microorganisms
including the pathogenic ones.
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ABSTRACT

The aim of the present study is to report all histopathological exams in veterinary
dermatology performed during the period of 1977 to 2007 at the Department of Pathology of
Botucatu Medical School, UNESP, in partnership with the Veterinary Medicine School and
private veterinary clinicians. During this period, 1,534 cases were examined and the results
were grouped and presented according to origin, species, breed, age, gender, annual
distribution, anatomical localization of lesions and disease category (allergic, neoplastic
tumors, non-neoplastic tumors, bacterial, fungal, immune-mediated, parasitic, endocrine,
keratinization defects, psychogenic, acquired alopecias, genodermatosis, nutritional and
miscellaneous). The results of this study evidenced that, in most cases, the establishment of a
precise diagnosis is impaired due to missing information in exam requisition forms or errors
in material collection and that standardization of these procedures is fundamental for reliable
results.

Keywords: veterinary dermatology, histopathology, diagnosis.

A HISTOPATOLOGIA NA DERMATOLOGIA,VETERINARIA: LEVANTAMENTO
HISTORICO DE TRINTA ANOS DE DIAGNOSTICO NO DEPARTAMENTO DE
PATOLOGIA DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNESP (1977-2007)

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi fazer um levantamento de todos os exames
histopatoldgicos em dermatologia veterindria realizados entre 1977 e 2007 no Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, em parceria com a Faculdade de
Medicina Veterindria da UNESP e clinicos veterindrios particulares. Durante este periodo,
1534 casos foram examinados e os resultados foram agrupados e apresentados de acordo com
a origem, espécie, raca, idade, sexo, distribuicdo anual, localizacdo anatdomica das lesdes e
categoria da doenca (alérgica, neopldsica, tumores nao-neopldsicos, bacterianas, fungicas,
imunomediadas, parasiticas, enddcrinas, defeitos de queratinizagcdo, psicogénicas, alopecias
adquiridas, genodermatose, nutricionais e miscelanea). Os resultados do presente estudo
evidenciaram que, na maioria dos casos, a impossibilidade de se estabelecer um diagnéstico
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preciso € devida a erros no preenchimento das requisi¢des ou na colheita de material e que a
padronizacao destes procedimentos € fundamental para assegurar resultados confidveis.

Palavras-chave: dermatologia veterindria, histopatologia, diagndstico.

HISTOPATOLOGiA EN D~ERMATOLOGiA VETERINARIA: ARCHIVOS
HISTORICOS DE TREINTA ANOS DE DIAGNOSTICO DEL DEPARTAMENTO DE
PATOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE BOTUCATU, UNESP (1977-
2007)

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue hacer un levantamiento de todos los exdmenes
histopatoldgicos en dermatologia veterinaria llevados a cabo entre 1997 y 2007 en el
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina, UNESP, en conjunto con la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia asi como por clinicos veterinarios particulares. Durante
dicho periodo fueron examinados 1534 casos y los resultados fueron agrupados y presentados
de conformidad con origen, especie, raza, edad, género, distribucién anual, localizacién
anatomica de las lesiones y categoria de la enfermedad (alérgica, tumoral neopldsica, tumoral
no neopldsica, bacteriana, fungica, inmunomediada, parasitaria, endocrina, defecto en la
queratinizacidn, psicogénica, alopecias adquiridas, genodermatosis, nutricional y misceldnea).
Los resultados del presente estudio hicieron evidente que, en la mayoria de los casos, la
imposibilidad para realizar un diagndstico preciso se debe a errores en el llenado de las
requisiciones o en la coleccion del material y que la estandarizaciéon de los procedimientos
antes mencionados es fundamental para garantizar resultados confiables.

Palabras clave: dermatologia veterinaria, histopatologia, diagndstico.
INTRODUCTION

Previous reports have shown that dermatopathies represent a great part of the cases
attended at companion animals’ medical centers'?, which may be partially explained by the
repulsive clinical appearance of some cases’. Specific training and continuing education of
veterinarians in dermatology, as well as improvement and accuracy of diagnostic techniques
and involved procedures are therefore extremely important.

Histopathology is widely used in dermatology and is referred to as one of the most
significant diagnostic tools®, once an abstract of anamnesis, physical examination and clinical
suspicions has been given to the pathologist5'7. Samples should be preferentially obtained
from primary lesions, which are considered more representative due to direct evolution of the
primary process”. In order to enhance the chances of successful diagnosis, as many fragments
as possible should be obtained”.

Dermatopathies may be classified into inflammatory, dysplastic, degenerative,
neoplastic tumors or non-neoplastic tumors, according to histological alterations observed
during dermatopathological examination®.

In a recent report, Werner® listed the main dermatohistopathological patterns found in
different diseases, including spongiotic, intra-epidermic pustular, interface, perivascular,
lichenoid, nodular/difuse dermatitis and pustular foliculites, among others, demonstrating the
specificity of dermatopathology.

Data obtained from veterinary hospitals in North America by Sischo et al.'’, have
shown that the most frequent dermatological diseases were, in a decreasing order, flea bite
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allergic dermatitis, skin neoplasia, bacterial piodermitis, seborrhea, allergies, demodicosis,
scabies, immune mediated dermatosis, endocrine dermatosis and acral lick dermatitis.

Machado, Apelt and Ferreiro'', observed in a period of one year (2000-2001) the
occurrence of 28.4% insect bite allergic dermatitis, 12.8% other allergic dermatitis and 7.6%
scabies. Meneses et al.'” reported that the main dermatological diseases of dogs and cats are
bacterial diseases, parasitic diseases and fungal diseases, in decreasing order of occurrence.

In a Japanese case study, Nagata and Sakai'® reported bacterial, immuno-mediated and
endocrine diseases in decreasing order as the most frequent dermatopathies in veterinary
practice. In Canada, however, the immuno-mediated diseases have been described as the most
frequent, followed by bacterial and endocrine diseases'*.

The aim of the present study is to report the history of 30 years of histopathological
examination in veterinary dermatology resulting from the partnership between the Medical
and Veterinary Medicine Schools of Sao Paulo State University — UNESP — Botucatu —
Brazil, as well as the partnership between these institutions and private veterinarians.

MATERIALS AND METHODS

All registered data from veterinary histopathological exams processed by the
Department of Pathology of Botucatu Medical School, UNESP - Brazil from 1977 until 2007
were analyzed, with a total of 1,534 cases during those 30 years. When requisitions of exams
from cases attended to at the Veterinary Hospital of UNESP — Botucatu were not completely
filled out, clinical reports were examined in order to obtain missing information. In cases
from other facilities this procedure was not possible.

All exams were processed according to standard procedures of fixation, inclusion,
slicing, and staining in hematoxilin-eosin and/or other according to clinical suspicions".

Data were grouped according to origin, species, breed, age, sex, annual distribution,
anatomical localization of lesions or disease category, and were presented as describing
absolute or relative number of cases.

RESULTS

Some of the 1,534 cases had more than one fragment examined, thus from 1,970
fragments analyzed, there were 1,599 diagnostic results, demonstrating that some of those
animals presented two or more associated diseases. Data are grouped and presented below.

Origin

From 1,534 total cases, 855 (55.7%) were collected at the Veterinary School of UNESP
Botucatu, while 679 (44.3%) came from external facilities. The majority of animals (78.3%)
were located in Sdo Paulo State (the same region of the Laboratory), but 13.9% of the cases
came from distant places, including one case from Portugal. Some of the cases (123) were
lacking origin information.

Species

Fragments were obtained from different species of domestic and wild animals, being
1,362 (88.8%) canine, 103 (6.7%) feline, 44 (2.9%) equine, 9 (0.6%) bovine, 2 (0.2%) ovine,
2 (0.2%) swine and 1 animal of each of the following species (0.1% each): mule, snake, rabbit
and parrot; 8 (0.5%) fragments were lacking species information.
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Breeds

Among canine exams, 21% were from mongrel dogs and 16.5% did not refer to breed in
the requisition. From 851 dogs of defined breeds, the most frequent breeds were: Poodle
(12.3%), Boxer (9.6%), German Shepherd (9.4%), Akita (6.9%), English Cocker Spaniel
(5.6%), Rottweiler (4.9%), Brazilian Terrier (3.9%), Labrador Retriever (3.4%), Teckel
(3.2%), Doberman (2.8%), Pinscher (2,8%), Fila Brasileiro (2.7%), American Pit Bull (2.5%),
Dalmatian (2.1%), Great Dane (2.0%). Other breeds with lower incidence were: Yorkshire
Terrier, Lhasa Apso, English Pointer, Miniature Schnauzer, Siberian Husky, Collie,
Weimaraner, Beagle, Bull Terrier, Mastiff, Belgian Shepherd, Sharpei, Basset Hound, English
Bulldog, Dogo Argentino, Fox Terrier, Maltese, English Setter, Irish Setter, Chow Chow,
Saint Bernard, Border Collie, Pekingese, Shih Tzu, American Cocker Spaniel, Australian
Cattle Dog, Pug, Scottish Terrier, Shiba-inn, West Highland White Terrier, Afganhound,
Bernese Mountain Dog, Bracco Italiano, American Bulldog, French Bulldog, Golden
Retriever, Neapolitan Mastiff, White Shepherd, Saluki, Sheepdog, Spitz and Newfoundland.

Among feline exams, 58.7% were from mongrel cats and 14.4% did not refer to breed.
The other fragments were from two breeds: 71.4% Siamese and 28.6% Persian.

Among equine exams, 51.1% were lacking breed information and 13.3% were mongrel
horses. The others were Brazilian Sport Horse (20%), Thoroughbred (20%), American
Quarter Horse (20%), Arabian (13.3%), Anglo-Arabian (13.3%), Criollo (6.7%) and
Mangalarga (6.7%).

Among bovine exams, 44.4% did not refer to breed and the others were from Holstein
(60%) and Nelore (40%) animals.

The two ovine exams were from Ile de France and Romney Marsh animals. The exams
from parrot, swine, snake and rabbit did not refer to breed.

Age

Age was not provided in 105 exams (6.8%) and, among those with age provided, cows
varied from 2 to 84 months (average 25.4 months), dogs varied from 1 to 294 months
(average 62.2), horses varied from 24 to 252 months (average 99.4 months), cats varied from
3 to 246 months (average 64.8 months). There was not enough data from the remaining
species for evaluation.

Gender

In all species, except bovine, there were similar proportions of fragments from male and
female animals. Among bovine, a higher proportion of female was observed, probably
accompanying herd distribution.

Annual Distribution

The number of cases examined per year increased along the thirty years evaluated, as
shown in Figure 1.
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Figure 1. Annual distribution of veterinary histopathological exams performed by the
Department of Pathology of the Medicine School of Unesp — Botucatu from 1977 to 2007.

Disease category
The 1,599 diagnoses were grouped and presented in Table 1 according to the
classification adopted by Scott et al' (Figure 2). In percent values, both the total number of

diagnoses and the number of diagnoses in the category are considered.

Table 1. Number of histopathological diagnoses of veterinary fragments examined from 1977
to 2007, grouped according to disease category.

Diseases Number of % Category % Total
diagnoses
Allergic skin diseases 410 100 25,6
Non-specific allergic dermatitis 337 82,2 21,1
Atopic dermatitis 29 7,1 1.8
Canine flea allergic dermatitis 13 32 0.8
Allergic contact dermatitis 10 2.4 0.6
Eosinophylic folicullitis 8 2,0 0.5
Feline allergic military dermatitis 4 1,0 0.3
Urticaria 4 1,0 0.3
Food allergy 3 0,7 0.2
Culicoides hypersensitivity 1 0,2 0.1
Insect bite hypersensitivity 1 0,2 0.1
Neoplastic Tumors 370 100 23,1
Mammary 63 17,0 39
Mast Cell Tumor 43 11,6 2,7
Non-epitheliotropic lymphoma 43 11,6 2,7
Squamous cell carcinoma 36 9,7 2,3
Soft tissue sarcoma 29 7,8 1,8
continues
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Table 1 (continued)

Histiocytoma 23 6,2 14
Actinic keratosis 22 5,9 14
Hemangioma 14 3.8 0,9
Perianal gland adenoma 11 3,0 0,7
Melanoma 10 2,7 0,6
Round cell tumors 7 1,9 0,4
Lipoma 7 1,9 0,4
Melanocytoma 7 1,9 0,4
Fibroma 6 1,6 0,4
Epitheliotropic lymphoma 5 1.4 0,3
Transmissible venereal tumor 5 1,4 0,3
Fibrosarcoma 4 1,1 0,3
Squamous papilloma 4 1,1 0,3
Basal cell carcinoma 3 0,8 0,2
Haemangioendothelioma 3 0,8 0,2
Sebaceous adenoma 3 0,8 0,2
Squamous cell carcinoma in situ 3 0,8 0,2
Apocrine glands carcinoma (anal sac) 2 0,5 0,1
Cutaneous histiocytosis 2 0,5 0,1
Pilomatricoma 2 0,5 0,1
Plasma cell tumor 2 0,5 0,1
Angiomixoma 1 0,3 0,1
Angiolipoma 1 0,3 0,1
Complex mixed apocrine carcinoma 1 0,3 0,1
Ceruminous adenoma 1 0,3 0,1
Lymphangioma 1 0,3 0,1
Equine Sarcoid 1 0,3 0,1
Sebaceous carcinoma 1 0,3 0,1
Trichoblastoma 1 0,3 0,1
Trichoepithelioma 1 0,3 0,1
Papilloma 1 0,3 0,1
Apocrine adenoma 1 0,3 0,1
Bacterial skin diseases 214 100 134
Superficial pyoderma 69 32,2 4,3
Deep pyodermas 62 29,0 3,9
Folliculitis 26 12,1 1,6
Pododermatitis 14 6,5 0,9
Mycobacterial granuloma 10 4,7 0,6
Callus pyoderma 5 2,3 0,3
Impetigo 5 2,3 0,3
Abscesses 5 2,3 0,3
Perifolliculitis 5 2,3 0,3
Pyogranuloma 5 2,3 0,3
Nocardiosis 2 0,9 0,1
Necrotizing fasciitis 2 0,9 0,1
Cutaneous pyogranuloma 1 0,5 0,1
continues
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Table 1 (continued)

Dermatophylosis 1 0,5 0,1
Furunculosis 1 0,5 0,1
Piogranulomatous dermatitis 1 0,5 0,1
Immune-mediated skin diseases 119 100 7,4
Lupus erythematosus 61 51,3 3,8
Pemphigus foliaceus 19 16,0 1,2
Interface dermatitis 9 7,6 0,6
Uveodermatologic syndrome 8 6,7 0,5
Erythema multiforme 6 5,0 0,4
Necrotizing diseases 4 3,4 0,3
Pemphigus vulgaris 3 2,5 0,2
Cutaneous adverse drug reaction 3 2,5 0,2
Lupus erythematosus discoid 2 1,7 0,1
Vasculitis 2 1,7 0,1
Bullous pemphigoid 1 0,8 0,1
Leukocytoclastic vasculitis 1 0,8 0,1
Parasitic skin diseases 107 100 6,7
Demodicidosis 60 56,1 3.8
Leishmaniasis 21 19,6 1,3
Habronema dermatitis 10 9,3 0,6
Canine scabies 5 4,7 0,3
Cutaneous dirofilariasis 5 4,7 0,3
Ancylostoma dermatitis 3 2,8 0,2
Loxosceles dermatitis 1 0,9 0,1
Feline scabies 1 0,9 0,1
Pelodera dermatitis 1 0,9 0,1
Miscellaneous skin diseases 100 100 6,3
Normal skin 6 6,0 0,4
Fibrosis 13 13,0 0,8
Eosinophilic granuloma 11 11,0 0,7
Color dilution Alopecia 7 7,0 0,4
Eosinophilic ulcer 6 6,0 0,4
Hypermelanosis 5 5,0 0,3
Sterile pyogranuloma 5 5,0 0,3
Ulcerative dermatitis 5 5,0 0,3
Sebaceous adenitis 5 5,0 0,3
Panicullitis 5 5,0 0,3
Follicular atrophy 4 4,0 0,3
Pyotraumatic dermatitis 4 4,0 0,3
Vitiligo 3 3,0 0,2
Photosensibilisation 3 3,0 0,2
Lipomatosis 3 3,0 0,2
Neutrophylic vasculitis 3 3,0 0,2
Equine linear alopecia 2 2,0 0,1
Eosinophilic plaque 2 2,0 0,1
Lupoid onychitis 2 2,0 0,1
continues
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Table 1 (continued)

Lymphadenitis 2 2,0 0,1
Alopecia-X 1 1,0 0,1
Scleroderma 1 1,0 0,1
Paronychia 1 1,0 0,1

Autolysis material 1 1,0 0,1
Endocrine Metabolic skin diseases 71 100 4,4
Non specific endocrine diseases 23 32,4 14
Hypothyroidism 18 254 1,1
Hyperadrenocorticism 15 21,1 0,9
Non specific sex hormonal dermatosis 7 9,9 0,4
Necrolytic migratory erythema 4 5,6 0,3
Hyperestrogenism 2 2,8 0,1
Dermatitis responsive to castration 1 1.4 0,1
Superficial necrolytic dermatitis 1 1,4 0,1
Fungal skin diseases 50 100 3,1
Dermatophytosis 27 54,0 1,7
Sporotrichosis 10 20,0 0,6
Malassezia dermatitis 4 8,0 0,3
Cryptococcosis 3 6,0 0,2
Hyalohyphomycosis 1 2,0 0,1
Hystoplasmosis 1 2,0 0,1
Onychomycosis 1 2,0 0,1
Phaeohyphomycosis 1 2,0 0,1
Equine Phycomycosis 1 2,0 0,1
Pythiosis 1 2,0 0,1
Non-neoplastic tumors 46 100 2,9
Infundibular cyst 14 30,4 0,9
Nodular sebaceous hyperplasia 9 19,6 0,6
Calcinosis cutis 5 10,9 0,3
Nevus colagenous 3 6,5 0,2
Cutaneous papillomatosis 3 6,5 0,2
Lipomatosis 3 6,5 0,2
Fibroepithelial polyp 2 4,3 0,1
Apocrine cyst 2 4,3 0,1
Cutaneous histiocytosis 2 4,3 0,1
Cutaneous inverted papilloma 1 2,2 0,1
Nodular perianal gland hyperplasia 1 2,2 0,1
Cutaneous lymphocitosis 1 2,2 0,1
Keratinization defects 46 100 2,9
Seborrheic dermatitis 41 89,1 2,6
Zinc-responsive dermatosis 4 8,7 0,3
Vitamin A-responsive dermatitis 1 2,2 0,1
Psychogenic skin diseases 24 100 1,5
Acral lick dermatitis 19 79,2 1,2
Feline psychogenic alopecia 5 20,8 0,3
continues
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Table 1 (continued)

Acquired alopecias 19 100 1,2
Follicular dysplasia 6 31,6 0,4
Injection reaction 4 21,1 0,3
Postvaccinal alopecia 4 21,1 0,3
Acquired pattern alopecia 3 15,8 0,2
Postclipping alopecia 1 53 0,1
Seasonal flank alopecia 1 5,3 0,1
Genodermatosis 8 100 0,5
Acanthosis nigricans 4 50 0,3
Canine dermatomyositis 1 12,5 0,1
Congenital hypotrichosis 1 12,5 0,1
Lymphoedema 1 12,5 0,1
Ehlers-danlos syndrome 1 12,5 0,1
Nutritional skin diseases 1 100 0,1
Generic dog food dermatosis 1 100 0,1
Others 14 100 0,9
Inconclusive 10 71,4 0,6
Biopsy inadequate 4 28,6 0,3
1% 0%
B Allergic skin diseases
1% 1%

/ W Neoplastic Tumors

M Bacterial skin diseases

B Immune-mediated skin diseases

| Miscellaneous skin diseases

W Parasitic skin diseases

W Endocrine Metaholic skin
diseases

B Fungal skin diseases

m Non-neoplastictumors

W Keratinization defects

m Psychogenic skin diseases

Figure 2: Diagnostic groups
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DISCUSSION

In the present historical research, 1,534 histopathological exams were evaluated,
representing all of the veterinary cases registered at the Pathology Department of UNESP
Botucatu Medical School between the years of 1977 and 2007. The evaluation of these data
allowed us to consider several things. First, in agreement with literature reports3’5'7, was that
the high number of cases lacking important information in the exam requisition might hinder
the establishment of histopathological diagnosis, as the correlation of clinical and
microscopical findings is crucial. This study evidenced the need for standardization of
collection, fixation, sending, and requisition-filling procedures, in order to avoid that
diagnoses are lost or prejudiced because of previous mistakes.

In relation to the geographical origin of the fragments, Sdo Paulo corresponds to the
majority of the cases. Many other regions of the country were also verified, including very
distant places, which demonstrates not only the dissemination of the technique, but also the
lack of qualified professionals to perform histopathological exams and reach reliable
diagnoses in veterinary dermatology.

The majority of cases involved small animals, which agrees to our casuistic, mainly
composed of dogs and cats, followed by horses and cows. This result demonstrates that
histopathology still needs to be explored and developed in large animal dermatology.

In a general evaluation of breeds, it is possible to verify that most animals do not have a
defined breed; however, when we exclude mongrel animals, most observed breeds were those
that are traditionally common in this country, i.e. Poodle, Boxer and German Shepherd among
dogs, Siamese and Persian among cats, Brazilian Jumping, Thoroughbred and Quarter Horse
among horses and Holstein and Nelore among cows. Although some requisitions did not
provide breed, this information is very important as many diseases may present breed
predilection.

Age varied greatly in all species, which demonstrates that, although dermatological
conditions are more common in adults as they tend to be chronic, this technique is also useful
in young animals.

Gender distinction was not verified in other species except bovine, in which the number
of females is naturally higher than the number of males in the herds, as males are slaughtered
early.

Annual distribution of histopathology exams allowed us to verify an increasing pattern
along years, which demonstrates that this complementary technique has proliferated and been
accepted.

Fragments have been collected from all body sites, demonstrating a multifaceted
characteristic of skin lesions, and also that this technique is valid, independently of the
localization of lesions. Again there were about 12% of cases without information concerning
anatomical localization of lesions, interfering with the evaluation of findings.

In agreement to the report of Linder*, one of the aspects that we observed was that, in
many cases, there was more than one fragment sent for examination from a same case
(436/28.4%). The importance of collecting material from several apparent lesions was
confirmed by the fact that in 65 of those cases (4.2%) there was more than one diagnosis for
the same animal.

In the present study, the most frequent group of cases was allergic skin diseases.
According to the literature, the fleabite allergy is the most frequent allergic disease observed
in small animal clinics'®'"”. In our study, however, non-specific allergic dermatitis was more
frequent because histopathological findings may be confused among allergic dermatitis, and
differentiation requires a detailed report of clinical findings, anamnesis and, sometimes,
response to treatment. It is possible that diagnoses would be more precise and specific if exam
requisitions had been filled out completely.
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The second more frequent group was neoplastic tumors. In the present study, we
decided to separate tumors into non-neoplastic and neoplastic and to include mammary
tumors in the second group. After mammary tumors, the most frequent diagnoses were mast
cell tumors, non-epitheliotropic lymphoma, squamous cell carcinoma and soft tissue sarcoma,
respectively, in agreement to other reports''®"°. Other study of 761 cases of cutaneous tumors
reported mesenchymal, epithelial and melanocytic tumors as the most frequent in dogs,
respectively™.

The group of bacterial skin diseases was the third most common in this study and
superficial pyoderma and deep pyoderma were the two most frequent diagnoses in this group.
The correct diagnosis and classification of bacterial lesions is important to avoid the
recurrence of symptoms' .

Some of the bacterial skin disease diagnoses evidenced the necessity of sending a
fragment to bacterial culture and to inform the pathologist because special staining may be
necessary. This was the case of mycobacterial granulomas, nocardiosis, necrotizing fasciitis
and one case of rhodococcosis in a cat.

In the present report, there was a high incidence of lupus erythematosus and pemphigus
foliaceous, which are also common in literature reports. This demonstrates that autoimmune
diseases, especially pemphigus foliaceous, lupus erythematosus (cutaneous and systemic),
pemphigus erythematosus and bullous pemphigoid, have been diagnosed in veterinary clinic
routine. Many of those cases did not present a clear determination of the disease, being
reported as interface dermatitis. When the clinical history of those cases was examined, we
observed that the fragments were collected over diverse treatments and the use of steroidal
anti-inflammatories, which were frequently referred to, mayhave covered the signs and
masked diagnosis.

Observation of parasitic skin diseases demonstrated a high frequency of canine
demodicosis, diagnosed by the presence of perifolliculitis, mural folliculitis and follicle
rupture, besides the presence of the parasite, in agreement with literature reports'. The second
most frequent parasitic skin disease was leishmaniasis, which is a very important zoonotic
disease whose main reservoir is the dog”. In the present study, cases were considered positive
when fragments presented amastigot forms of the parasite on histopathology, confirmed by
serological indirect immunofluorescent assay.

With regard to canine scabies, histopathology is usually inconclusive, unless the
parasite is seen in the biopsy> and, although this is a very common condition in veterinary
dermatology in Brazil, there were few diagnoses of this disease in the present study. This may
have been due to the fact that this condition is commonly diagnosed by skin scrapings. When
we verified the anamnesis and clinical findings of the cases diagnosed as scabies in this study,
however, we observed that they did not present the typical clinical pattern and that they
pointed to other clinical suspicions, thus demonstrating the importance of histopathological
exams to diagnose these cases.

The most frequent endocrine skin diseases observed in the present study were
hypothyroidism and hyperadrenocorticism, but when we consider the number of non-specific
endocrine skin diseases and non-specific sex hormonal dermatosis, we can verify that there
was difficulty in safely differentiating endocrine diseases by histopathology. It is known that
if specific findings for a definite endocrinopathy (e.g. mucinosis for hypothyroidism or
acromegaly, calcinosis cutis for hyperadrenocorticism) are not present, histopathological
findings of endocrinopathies are similar and may not reveal the origin of the problem. Part of
this difficulty may have been worsened by the poor description of anamnesis, clinical and
laboratorial findings, thus it was preferable to confirm only endocrine disease and suggest
clinical re-evaluation and more specific tests.

According to the literature, dermatophytosis is a follicular disease and its clinical signs
are essentially a reflex of damages caused to hair follicles and subsequent inflammation®*.
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Definitive diagnosis may be established by direct mycological examination® or fungal
culture®, although histopathology may be used”’. In the present study, we observed that
histopathology was useful in cases where fungal culture presented negative results for
dermatophytes and even in cases in which this exam was not performed. We also verified that
other fungal diseases undetectable in culture for dermatophytes were observed, such as
sporotrichosis, malassezia dermatitis and criptococcosis.

Among psychogenic skin diseases, only two diseases were found and markedly
separated according to species, being acral lick dermatitis in dogs, and feline psychogenic
alopecia in cats. From the histopathology point of view, acral lick dermatitis lesions often
demonstrate characteristics of this disturbance, but they are not diagnostic per se'®.

In smaller number of cases, acquired alopecias, genodermatosis and nutritional skin
diseases were also diagnosed and the most frequent were follicular dysplasia, acanthosis
nigricans and generic dog food dermatosis, respectively.

Histopathology techniques have passed through evolution along the years and have led
to the development of immunohistochemistry, in which specific cell markers are used and
alterations are classified according to immunomorphological characteristics. This technique is
not yet widely spread in veterinary medicine due to the high cost of markers and the lack of
known specific markers®®. This technique is, however, being widely studied for many
purposes and, in our routine, has been used in cases of neoplastic tumors, especially canine
round cell tumors, which may optimize treatment and prognosis.

Another use of the images obtained in histopathology is the attempt to establish patterns
of relationship between cells. Although there is a tendency to consider live beings as complex
machines guided by their DNA, it is nowadays accepted that this DNA is reorganized in
response to alterations inside or outside these organismszg. This knowledge has allowed the
establishment of the “cell sociology” concept, which proposes the investigation of an inter-
relationship between cell function and its position inside the tissue.

It is probable, therefore, that in a short period of time, both techniques -
immunohistochemistry and cell sociology — will become part of routine histopathology exams
in veterinary dermatology.

The present study demonstrates the importance of histopathology as a diagnostic tool in
veterinary dermatology, and to standardize this technique of sampling and data collection
history is essential to ensure reliable results. This report also presents an overview of the
history of histopathology in veterinary dermatology. With this report we hope to have
contributed to the development of veterinary dermatology, which is increasingly important in
veterinary clinics and hospitals worldwide.
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RESUMO

O presente trabalho objetiva relatar os principais tipos de distocias em cabras, no Agreste e
Sertdo de Pernambuco, avaliar os fatores relacionados com sua ocorréncia € determinar a
eficiéncia do tratamento utilizado (manobra obstétrica ou cesariana pelo flanco esquerdo). A
maior incidéncia de partos distécicos ocorreu na estagdo chuvosa, com 84,6% dos casos. Os
resultados mostraram predominancia de distocias de origem materna (57,7%) sobre a fetal
(42,3%), com maior incidéncia em cabras multiparas, mesticas e com gestagdes simples. A
principal distocia materna foi a auséncia ou dilatacdo cervical insuficiente, e fetal, alteragdes
de atitude. A taxa de sobrevivéncia das maes alcangou 100 e 56,25%, enquanto suas crias
atingiram 54,5 e 25%, ap6s manobra obstétrica e cesariana, respectivamente, com
predominancia de cabritos vivos na primeira, e abortamentos na ultima. As manobras
obstétricas e a cesariana pelo flanco esquerdo permanecem como opg¢des seguras para O
tratamento das distocias em cabras, quando realizadas em animais sem acentuada debilidade
corporal ou endotoxemia grave, e também sdo importantes coadjuvantes, minimizando o
impacto econdmico causado por este distirbio no Estado de Pernambuco.

Palavras-chaves: cabras, distocias fetais, distocias maternas, indices de sobrevivéncia,
procedimentos obstétricos.

ANALYSIS OF FACTORS RELATED TO 26 DYSTOCIA CASES IN GOATS IN THE
AGRESTE AND SEMIARID REGION OF PERNAMBUCO, NORTHEASTERN
BRAZIL

ABSTRACT

The aims of the present study were to report the main dystocia causes in goats in Agreste and
semiarid region of Pernambuco, evaluate factors related to their occurrence, and determine
the efficiency of the treatment choice (obstetrical maneuver or left flank cesarean section).
The incidence of dystocia was greatest in the rainy season ((84.6%). Results showed a major
predominance of maternal dystocia (57.7%) over fetal dystocia (42.3%) with higher incidence
in multiparous crossbreed goats with simple pregnancy. The main maternal dystocia was
ringwomb while fetal dystocia was attitude alterations. Maternal survival rate achieved 100%
and 56.25%, while kids reached 54.5% and 25% after obstetrical maneuver and cesarean
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section, respectively, with predominance of live kids in the former and abortions in the latter.
Obstetrical manuever and left flank cesarean section remain safe options for the treatment of
goat dystocia when performed in goats without corporal debility or severe endotoxemia, and
are also important coadjutants in minimizing the economical impact that this disturbance
causes in the state of Pernambuco, Northeastern Brazil.

Keywords: fetal dystocia, goats, maternal dystocia, obstetrical procedures, survival rate.

ANALISIS DE LOS FACTORES RELACIONADOS CON 26 CASOS DE DISTOCIA
EN CABRAS EN LA ZONA ARIDA DE PERNAMBUCO, NORESTE DE BRASIL

RESUMEN

Este trabajo detalla los principales tipos de distocia en el ganado caprino en las zonas 4ridas y
bosques en el estado de Pernambuco, Brasil, con el objetivo de evaluar los factores
relacionados con la aparicion de dicho padecimiento y determinar la eficacia del tratamiento
utilizado (maniobra obstétrica o cesarea por el flanco izquierdo). La mayor incidencia de
distocia se produjo en la temporada de lluvias (84,6% de los casos). Los resultados mostraron
un predominio de distocia materna (57,7%) sobre la fetal (42,3%), con mayor incidencia en
las cabras multiparas, mestizas y con gestacion no gemelar. La principal distocia materna fue
la ausencia o la insuficiencia de dilatacién cervical mientras que la fetal fue el cambio de
comportamiento. Las tasas de sobrevivencia de las madres representaron 100 y 56,25%
después de manejo obstétrico y cesarea y las de las crias alcanzaron 54,5 y 25%,,
respectivamente, con predominio de cabritos vivos utilizando el primer procedimiento y
abortos usando el segundo. El manejo obstétrico y la cesarea por el flanco izquierdo son
opciones seguras para el tratamiento de la distocia en cabras, cuando se realizan en animales
sin emaciacioén grave o endotoxemia severa y son también técnicas auxiliares importantes en
la minimizacién del impacto econdémico causado por este trastorno en la provincia de
Pernambuco, Noreste de Brasil.

Palabras claves: cabras, distocia fetal, distocia materna, procedimientos obstétricos, tasas de
sobrevivencia.

INTRODUCAO

O rebanho caprino brasileiro € estimado em 10,3 milhdes de cabegas, com cerca de 92%
deste total localizados na Regiao Nordeste, constituindo um rebanho com aproximadamente
9,5 milhdes de animais, dos quais 1,6 milhdes de caprinos encontram-se no Estado de
Pernambuco (1). Apesar deste nimero expressivo, a caprinocultura de corte e de leite nao
progride qualitativamente na propor¢do de sua importancia sécio-econdmica. O predominio
de sistemas de exploracdo do tipo tradicional, com precdrias praticas de manejo, associado a
estacionalidade na producdo de forragens sdo alguns dos fatores limitantes ao
desenvolvimento da caprinocultura na regido Nordeste e, em conjunto com a alta mortalidade
perinatal, reduzem a eficiéncia produtiva em todos os tipos de producao de caprinos (2,3).

Dentre as causas de mortalidade perinatal, que atuam individualmente ou em conjunto,
incluem-se: abortamentos decorrentes de agentes infecciosos, estresse severo ou deficiéncia
nutricional, malformagdes resultantes da exposi¢do de fémeas gestantes a virus, plantas ou
outros agentes teratogénicos, infec¢des neonatais, especialmente as enterites € pneumonias,
predacdo, condicdes ambientais adversas, que ocasionam mortes pelo complexo
inanicao/hipotermia, diversos fatores maternos como raga, nutricdo, comportamento e
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producdo de leite, além das distocias e suas consequéncias, como andxia cerebral e lesdes das
estruturas dsseas ou tecidos moles (3,4).

As causas basicas de distocia podem ser de ordem: hereditdria, nutricional, manejo,
infecciosa, traumdtica, mista ou suas combinac¢des. Tradicionalmente, as distocias sdo
divididas naquelas que primariamente sdo de origem fetal e/ou materna. Frequentemente, a
distingdo nao € muito evidente € um problema pode dar origem ao outro (5). Dentre as
principais distocias que acometem cabras destacam-se a distocia fetal, a desproporcao feto-
pélvica, a obstrucdo do canal do parto, a inércia e a tor¢do uterina (6), além de em menor
frequéncia, as deformidades fetais congénitas ou nao (3,7).

A incidéncia exata de distocia em caprinos ndo € bem definida, por isso a importancia
real de tal complicagdo na morte de cabras e cabritos permanece pouco conhecida (6). Em
caprinos criados na Paraiba, as distocias corresponderam a 12,71% da mortalidade perinatal,
sendo superada apenas pelas infec¢des neonatais com 50% (3,4). A casuistica da Clinica de
Bovinos, Campus Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CBG-UFRPE),
confirma a importancia da distocia nesta espécie, ja que do total de 286 cabras atendidas do
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009, 26 fémeas (9,09%) apresentaram
complicagdes obstétricas.

Apesar da existéncia na literatura nacional de referéncias sobre a distocia como um fator
influenciando a taxa de mortalidade perinatal (3,4), trabalhos com relagdo a caracterizacdo das
distocias em caprinos sdo escassos. Dessa forma, este estudo foi realizado com os objetivos
de relatar os tipos de distocia em cabras, no Agreste e Sertdo de Pernambuco, e determinar a
eficiéncia do tratamento (manobra obstétrica e cesariana pelo flanco esquerdo).

MATERIAL E METODOS

As informagdes foram obtidas a partir das fichas de acompanhamento clinico de 26
fémeas caprinas com histérico de complicag¢des obstétricas oriundas de municipios do Agreste
e Sertdo de Pernambuco e atendidas na CBG-UFRPE, no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2009.

Os animais foram examinados clinicamente segundo Diffay et al. (8). Os casos foram
classificados como distocia de origem materna ou fetal e, naqueles em que ndo foi possivel a
resolucdo por manobra obstétrica, optou-se por realizacdo da cesariana pelo flanco esquerdo
de acordo com Tibary e Van Metre (9).

Nos casos solucionados por meio de manobras obstétricas, os animais receberam alta
clinica concomitante e cobertura antibitica na propriedade (oxitetraciclina LA; 20 mg kg™;
via intramuscular [IM]; 72/72 horas; 2 doses). Os casos cirirgicos permaneceram internados
para acompanhamento pds-operatério com instituicdo de terapia composta por antibidtico
(oxitetraciclina LA; 20 mg kg'l; IM; 72/72 horas; trés doses) e antiinflamatdrio nao esteroidal
(fenilbutazona; 4 mg kg'l; via intravenosa [IV]; 24/24 horas; duas doses). Nas fémeas
portando fetos enfisematosos ou em autdlise foram empregados no trans e no pds-operatorio:
enrofloxacina (2,5 mg kg'l; IM; 24/24 horas; sete doses), flunixim meglumine (2,2 mg kg'l;
IV; 24/24 horas; cinco doses) e correcdo do desequilibrio hidrico-eletrolitico. Durante o
tempo de internamento, a alimentacdo era a base de forragem de qualidade (capim elefante
[Pennisetum purpureum] cortado em fibras de 10 cm de comprimento e Tifton [Cynodon
dactylon)), aproximadamente 200g de concentrado comercial por cabra e dgua ad libitum. Os
animais foram, também, estimulados ao exercicio em piquetes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais tipos de distocia sdo apresentados na tabela 1. Do total de 26 cabras foi
verificado que 15 (57,7%) casos representavam distocias de origem materna, enquanto 11
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(42,3%) cabras apresentavam distocias fetais. As principais causas de distocias maternas
foram a auséncia ou dilatacdo cervical insuficiente (14 casos) e a inércia uterina (1 caso). Nas
distocias de origem fetal foi marcante as alteracdes de atitude, sendo observado com maior
frequéncia a flexao de carpo e/ou articulagdo escapulo-umeral (n=5), desvio lateral de cabeca
e pescoco (n=2), e desvio lateral de cabeca e flexdo dos membros anteriores simultaneamente
(n=2); seguida pela desproporcido feto-pélvica (n=2). A maior incidéncia de distocia de
origem materna corrobora os achados de Majeed e Taha (10), enquanto em outro estudo, um
dos autores reporta a maior incidéncia de distocia fetal sobre a materna (11).

Tabela 1. Caracterizacdo das principais distocias maternas e fetais em 26 cabras, durante o
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009, atendidos na CBG-UFRPE.

Tipo de distocia Numero de casos

Distocia fetal 11°
Flexdo de carpo e/ou articulagdo escipulo-umeral 5
Desvio lateral de cabeca e pescogo 2
Flexdo lateral de cabeca e flexdo dos membros anteriores 2
Desproporg¢ao feto-pélvica 2
Distocia materna 15°
Auséncia ou dilatagdo cervical insuficiente 14

Inércia uterina 1

Total 26

*Numero total de casos na categoria.

A maior casuistica de distocias maternas pode ser resultante da apresentagdao simultanea
de mais de um feto, alterando a distribuicdo e pressdo na cérvix, e, provavelmente,
influenciando sua dilatagdo, como observado em ovelhas (12), ou decorrentes de possiveis
desequilibrios hormonais e minerais associado a condi¢@o fisica precdria de algumas cabras.
Os resultados obtidos confirmam relatos anteriores que citam a dilatagdo cervical ausente ou
insuficiente como a causa mais importante de distocia materna e cirurgia obstétrica em
caprinos (6,11,13-16). A inércia uterina foi um achado pouco frequente, sendo raramente
observada como causa primadria de distocia caprina. A hipocalcemia periparto em cabras pode
levar a inércia uterina primdria (6), enquanto em um estudo na Ardbia Saudita, a inércia
uterina secundéria foi uma complicagdo importante de obstrucdo cervical (13). A mais
frequente causa de distocia fetal correspondeu a alteracdes de atitude na apresentagdo anterior,
onde o desvio lateral de cabeca e a flexdo de membros anteriores foram as alteracdes fetais
mais observadas, assim como observado em outros estudos (6,11,13). A despropor¢do feto-
pélvica foi observada em duas cabras multiparas gestando apenas um feto macho, sendo
correlacionada ao alto peso ao nascer (11). A frequéncia das distocias fetais neste estudo
difere dos resultados de Majeed e Taha (10), onde a desproporcédo feto-pélvica foi a principal
causa de distocia de origem fetal, seguida pela alteracdo na estatica fetal.

Alguns dados epidemioldgicos, a prolificidade e o sexo fetal sdo apresentados na tabela
2. O maior nimero de distocias ocorreu em cabras mesti¢as (n=14), seguido por fémeas da
raca Saanen (n=11) e Anglo-Nubiana (n=1), sendo justificado pela predominancia de animais
Sem Raca Definida na regiao associado também ao maior incentivo a produgdo de leite de
cabra no Estado de Pernambuco (17). As cabras apresentaram maior risco de distocia durante
a estacdo chuvosa (mar¢o a meados de setembro) (84,6%) comparando-se com a estagdo da
seca (outubro a fevereiro) (15,4%). Estes resultados mostraram a ocorréncia de partos durante
todo o ano comprovando o comportamento poliéstrico desta espécie nos trépicos (18).
Associado a isso, acredita-se que a maior incidéncia de distocias na estacdo chuvosa deva-se a
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maior concentracdo de partos nesta época para melhor aproveitamento da oferta de forragem
durante o periodo. Do total de 16 fichas clinicas que constavam o nimero de parto, 10 eram
de multiparas e seis primiparas, enquanto o restante dos proprietdrios e tratadores nao
souberam informar tal dado. Pelo fato dos registros reprodutivos, como data de cobertura e
nimero de partos, serem comumente ignorados em diversos criatérios nordestinos, a auséncia
destas informacdes em 10 casos poderia influenciar a distribui¢cdo dos casos nas categorias
(primiparas e multiparas). Assim, os dados disponiveis diferem da literatura que cita a maior
ocorréncia de distocia em fémeas primiparas (10,14,16).

Tabela 2. Dados epidemiolégicos, prolificidade e sexo fetal em 26 casos de distocia em
cabras, durante o periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009, atendidos na CBG-UFRPE.

Variaveis Numero de animais %
Raca

Mestica 14 53,8
Saanen 11 42,3
Anglo-Nubiana 1 3,9
Total 26 100
Estacao do ano

Seca 4 15,4
Chuvosa 22 84,6
Total 26 100
Numero de partos

Primiparas 6 23,2
Multiparas 10 38,4
Dado ausente 10 38,4
Total 26 100
Prolificidade

Parto simples 15 57,7
Parto gemelar 9 34,6
Parto triplo 2 7,7
Total 26 100
Sexo Fetal

Macho 22 56,4
Fémea 17 43,6
Total 39 100

No tocante a prolificidade, ocorreram 15 partos simples (57,7%), nove gemelares
(34,6%) e dois triplos (7,7%), resultando no total de 39 cabritos (22 machos e 17 fémeas). A
literatura cita a maior incidéncia de distocia em partos gemelares ou triplos (11,14),
principalmente por partos multiplos predispor a estdtica fetal inadequada (4,6), enquanto
outros autores mencionam que a relativa frequéncia de partos gemelares ou triplos em
caprinos diminui a incidéncia de distocia devido fetos muito grandes (13). Acredita-se que a
casuistica em Pernambuco decorra principalmente de possiveis deficiéncias nutricionais e
sanitdrias, que podem acometer tanto fémeas com gestacdes simples ou gemelares. Ainda
existe o fato de que a primeira categoria possua maior predisposi¢ao a distocia pela possivel
cobertura de fémeas que ndo atingiram a maturidade reprodutiva, € consequentemente,
apresentarem comprometimento no desenvolvimento da pelve (4).

A manobra obstétrica foi responsdvel pela obtencdo de 11 cabritos, enquanto 0s
procedimentos cirtrgicos resultaram em 28 crias. Entretanto, observou-se viabilidade fetal de
apenas 13 cabritos, enquanto os demais consistiram de natimortos, fetos enfisematosos e
abortos (Tabela 3). O indice de sobrevivéncia alcangou 54,5% e 25% ap6s manobra obstétrica
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e cesariana, respectivamente, enquanto taxas de sobrevivéncia das crias variando de 65,2 a
70% apés cesariana ja foram citadas (15,16). A alta taxa de mortalidade observada (sete fetos
natimortos e trés enfisematosos/autdliticos) pode ser decorrente da conduta inapropriada do
proprietario, além da demora entre o inicio do trabalho de parto e a procura por atendimento
clinico adequado (5). Foi ainda observada a alta percentagem de abortamentos oriundos de
manobras obstétricas (27,3%) e cesariana (46,4%), totalizando 16 casos. Acredita-se que o
precario manejo sanitdrio e nutricional instituidos em algumas propriedades possua papel
importante na etiologia dos abortamentos em caprinos. Outra hipétese € a ingestdo de plantas
téxicas, dentre elas destaca-se o pereiro (Aspidosperma pyirifolium), que é abundante na
regido e responsavel por mortalidade embriondria e abortos em caprinos, principalmente
durante o periodo seco (19).

Tabela 3. Viabilidade fetal de 39 cabritos obtidos por manobra obstétrica (n=11) ou cesariana
pelo flanco esquerdo (n=28), durante o periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2009,
atendidos na CBG-UFRPE.

Viabilidade fetal Manobra obstétrica Cesariana Total
Vivos 6 7 13
Natimortos 2 5 7
Enfisematosos 0 3 3
Abortos 3 13 16
Total 11 28 39

Dos 16 casos que necessitaram de intervencao cirdrgica (14 distocias de origem materna
e duas fetais), nove cabras obtiveram alta clinica no 8° dia pds-cirdrgico apds retirada da
dermorrafia, enquanto sete vieram a 6bito durante o internamento pds-operatério. Diversos
autores citam a cesariana como o método mais seguro para o tratamento da distocia caprina
quando realizada o mais rapido possivel alcangando taxas de sobrevivéncia materna de até
96,3% (11,14,16). A baixa taxa de sobrevivéncia encontrada neste estudo se deve a debilidade
clinica de alguns animais (n=3) que apresentavam baixo escore corporal, anemia,
hipoproteinemia e alta infestacdo parasitaria, confirmando que o parasitismo por nematdides
gastrintestinais permanece como um dos fatores limitantes da ovinocaprinocultura brasileira
(20). Outro fator relevante foi a presenca de trés cabras apresentando quadro endotoxémico
devido a presenca de fetos enfisematosos, que ndo responderam satisfatoriamente ao
tratamento medicamentoso instituido.

As manobras obstétricas foram realizadas em 10 casos (nove de origem fetal e uma
materna) com 100% de sobrevivéncia das maes confirmando que, assim como em ovelhas, a
maioria das distocias envolvendo anormalidades de apresenta¢do ou atitude fetal pode ser
corrigida com manipulacdo cuidadosa (21). A fetotomia parcial foi requerida em dois casos,
nos quais o feto mal disposto estava morto e ndo era passivel de movimentacao, fato também
observado por Jackson (6) que descreve a utiliza¢do dessa técnica na mesma circunstancia.

Foi verificado que durante o periodo estudado, 9,09% da casuistica da clinica médica de
caprinos na CBG-UFRPE foram atribuidos a distocia, alcancando indices de mortalidade de
26,9% (7/26) nas cabras e 66,6% (26/39) nas crias. A partir destes resultados pode-se supor
que a distocia € um importante fator de perda econdmica no Estado decorrente dos prejuizos
diretos e indiretos (maior intervalo entre partos, custo de medicamentos, mortalidade dos
animais, dentre outros). Outro aspecto relevante é a importancia da distocia em animais de
alto valor zootécnico e nos indices de mortalidade perinatal, que pode alcancar até 15% de
mortalidade de cabritos em alguns Estados brasileiros (3,4).
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CONCLUSOES

A auséncia ou dilatacdo cervical insuficiente apresentou-se como a principal causa de
distocia materna ocasionando cirurgia obstétrica (cesariana) nas cabras analisadas, enquanto a
maioria das distocias de origem fetal pode ser corrigida por meio de manobras obstétricas. As
manobras obstétricas e a cesariana pelo flanco esquerdo permanecem como métodos seguros
para o tratamento de distocias em cabras, quando realizadas em animais sem acentuada
debilidade corporal ou endotoxemia grave, e, também sdo importantes coadjuvantes,
minimizando o impacto econdmico causado por este distirbio no Estado de Pernambuco.
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RESUMO

Pela troca de informacdo entre o técnico especializado e o produtor rural, podem-se obter
excelentes resultados com relagdo ao aumento de conhecimento e desempenho do produtor
rural dentro da atividade em que estd inserido. O objetivo foi promover a extensdo rural como
uma estratégia de desenvolvimento regional. Durante o trabalho de campo, 39 propriedades
foram atendidas, sendo 30 em Seropédica e nove em Paracambi, municipios do Estado do Rio
de Janeiro. Todas as propriedades analisadas neste estudo apresentavam condicdes precdrias
de instalagdes zootécnicas onde se encontravam eqiiinos e bovinos, influenciando diretamente
na sanidade destes animais, pois em sua totalidade sofriam de algum tipo de afeccdo podal e
desequilibrio de aprumos. Projetos de extensdo promovidos por Instituicdes Extensionistas e
financiados com recursos minimos para a atividade de campo podem transformar a realidade e
servir como modelo para outras regides.

Palavras-chaves: andlise qualitativa; extensdo rural; producao animal

DISCLOSURE OF ANIMAL ANATOMY TO PRODUCERS AND FIELD WORKERS
IN TWO MUNICIPALITIES OF RIO DE JANEIRO STATE

ABSTRACT

Through the exchange of information being the technical expert and farmer, you can get
excellent results with respect to the increase of knowledge and performance of farmers within
the activity in which it appears. The aim was to promote the extension as a regional
development strategy. During the fieldwork, 39 properties were treated, with 30 in Seropédica
and nine in Paracambi, Municipalities of the State of Rio de Janeiro. All properties analyzed
in this study had poor conditions of animal shelter where there were horses and cattle, directly
influencing the health of these animals, because as a whole suffered from some kind of
disorder and imbalance foot aplomb. Extension projects promoted by extension agents and
institutions funded with minimal resources for the field activity can transform the reality and
serve as a model for other regions.

Keywords: qualitative analysis, extension, animal production
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DIVULGACION DE LA ANATOMIA ANIMAL ENTRE LOS PRODUCTORES Y
TRABAJADORES DEL CAMPO EN DOS MUNICIPIOS DEL ESTADO DE RIO DE
JANEIRO

RESUMEN

A través del intercambio de informacién entre los técnicos especializados y el productor rural,
es posible obtener resultados excelentes con relaciéon al aumento de conocimiento y
desempefio del trabajador agropecuario dentro de su actividad especifica. El objetivo de este
proyecto fue promover la extension rural como estrategia para el desarrollo regional. Durante
el trabajo de campo fueron atendidas 30 propiedades en el municipio de Seropédica y 9 en
Paracambi en el estado de Rio de Janeiro. Todos ellas presentaban condiciones precarias con
relacion a instalaciones y manejo zootécnico de bovinos y equinos, lo que influenciaba
directamente en las condiciones de salud de estos animales. En consecuencia, todos ellos
padecian algin tipo de problema de casco o de aplomos. Los proyectos de extension
promovidos por diversas instituciones de ese tipo y financiados con recursos minimos pueden
transformar la realidad y servir como modelo para otras regiones.

Palabras clave: andlisis cualitativo, extension rural, produccién animal
INTRODUCAO

As enfermidades digitais dos bovinos apresentam impacto econdmico negativo sobre a
rentabilidade da pecudria mundial, tanto pela reducdo da produtividade quanto pelo aumento
nos custos dos tratamentos, bem como o descarte prematuro de animais de alto valor
zootécnico (1). Ramos et al. (2) relataram que a taxa de descarte de animais com
enfermidades digitais foi de 25% e no Brasil, as doencas digitais dos bovinos sé perdem em
prejuizos econdmicos para mastites e para as patologias da reproducdo, uma vez que tém
afetado em média de 11 a 25% das vacas leiteiras (3). Guimaraes e Langoni (4) descrevem
que para melhorar a qualidade do leite e garantir um alimento seguro e de alto valor
nutricional para o consumidor € fundamental o controle da mastite nos rebanhos leiteiros.

As diferentes regides anatdmicas e zootécnicas de animais de producdo podem ter
diferentes nomes populares designados pelos produtores e trabalhadores rurais. Em seu
trabalho, Aradjo (5), que atua em uma linha de pesquisa cujo objetivo € formar o “Atlas
Lingiiistico Rural Municipal de Vigosa”, demonstrou a importancia do tema na perpetuagao
da cultura da comunidade rural, mostrando a importancia do registro de termos e conceitos
utilizados no campo. De acordo com o modelo difusionista proposto por Rogers e Shoemaker
(6), a difusdo de inovagdes € o processo pelo qual as inovagdes sdo comunicadas aos
membros de um sistema social. O objetivo desta difusdo € aumentar a eficicia da adocao de
inovacdes que se baseiam em ‘“novas idéias”, de maior produtividade. Nas colocacdes de
Bordenave (7), o objetivo fundamental do modelo difusionista é encurtar o tempo que
geralmente intermedeia entre o lancamento de uma inovagdo pelos centros de pesquisa e sua
adocdo generalizada pelos agricultores; o modelo impde forte énfase na questdao
comunicacional, tanto referente as informacdes necessdrias para avaliar e aplicar inovacoes,
quanto as mensagens motivadoras e persuasivas que promovem uma atitude inovadora geral.

A reflexdo sobre as deficiéncias relacionadas a fragmentacdo do saber realca a
necessidade de ler um pouco sobre o modelo de instituicao universitdria implantado em nosso
pais, o qual parece ndo contribuir muito para a mudancga deste cendrio (8). Atualmente, as
institui¢cdes de ensino departamentalizadas em suas agdes académicas, estdo voltadas para as
necessidades do Estado, tais como fornecer indices relacionados ao nimero de matriculas,
nimero de ingressantes nos cursos superiores, percentual de evasdo, nimero de egressos,
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capacitar para o mercado de trabalho, dentre outras demandas imediatistas, mas com pouco
espaco para a construcdo do saber desinteressado.

O objetivo do presente trabalho foi levar a extensdo rural como uma estratégia de
desenvolvimento regional, a partir de um tema central facilitador de aproximagdo entre os
atores envolvidos.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado na zona rural dos municipios de Seropédica e
Paracambi, ambos no Estado do Rio de Janeiro, nas coordenadas: 22°48” S, 43°43"W e
22°36°S, 43°42°W, respectivamente. Trinta e nove propriedades foram atendidas, sendo 30 no
municipio de Seropédica, representando 7,40% dos estabelecimentos rurais (9, 10), e nove no
municipio de Paracambi, representando 4,39 dos estabelecimentos rurais (9, 10). Estes se
encontram proximos a uma universidade, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) e a Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro
(PESAGRO-RJ).

Entre agosto de 2006 e setembro de 2007 foi realizado trabalho de extensdo com
animais de produgdo, aplicado questiondrios para cadastramento de propriedades rurais e para
avaliacdo apds as atividades extensionistas. Para o cadastramento das propriedades foi
elaborado um questiondrio contendo perguntas abertas e fechadas (Anexo 1). A abordagem
usada foi a qualitativa utilizando como instrumento técnico para a coleta de dados a entrevista
semi-estruturada, sem levar em consideragdo o tempo e ndo estruturada, principalmente nos
retornos as propriedades (11). Dados sobre os problemas relacionados aos cascos dos animais
de produgdo foram coletados, sendo que ndo foi observado o tipo de claudicacdo e a
quantidade de animais afetados.

Termos utilizados pelo produtor/trabalhador rural foram coletados pela ilustracdo de
animal de produgdo (Figura 1). Baseado nesta ilustrag¢@o, o produtor dissertou sobre as regides
do corpo dos animais que utiliza para estimar se determinado animal é um bom produtor ao
adquiri-lo.

No retorno as propriedades foram utilizadas pegas anatdmicas conservadas a seco e
apostila para facilitar a compreensdo das enfermidades do casco do animal. Neste momento
foi aplicado questiondrio para avaliar a satisfacdo do produtor em relacdo ao trabalho
realizado pelos extensionistas. Adotou-se uma escala de um a quatro, representando o grau de
satisfacdo das pessoas durante e apds as apresentagdes. O valor “um” simbolizando “nenhum
interesse” (para aqueles que se mostrassem indiferentes, com o tema, ou com a equipe); O
valor “dois” simbolizando “satisfacdo moderada” (para aqueles que reconhecessem o tema
como importante, mas sem demonstrar interesse por uma segunda etapa do trabalho); o valor
“trés” como indicador de “satisfeito” (aqueles que se mostraram receptivos a uma segunda
visita); e o valor “quatro” sendo equivalente a “muito satisfeito” com o trabalho realizado
(produtores que disponibilizaram a propriedade para outros trabalhos, tais como castracdes,
descornas, testes e pesquisas diversas).

A anélise qualitativa dos dados foi realizada para as propriedades que mantém algum
tipo de producdo e pelos proprios entrevistadores no prazo maximo de cinco dias apds a
realizacdo da entrevista, evitando-se desconsiderar dados importantes por ocasido da anélise.
Utilizou-se o teste qui-quadrado (x?) para verificar a diferenca entre os dados encontrados na
literatura e do presente trabalho para os parametros: quantidade de produtores atendidos por
orgdos extensionistas e entrosamento com o extensionista. Os cdlculos foram realizados no
programa livre Past 2.14.
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Figura 1. Ilustragcdo utilizada na argui¢do dos produtores rurais para obter termos populares
utilizados em animais de produgdo. A — Ilustracdo de bovino com caracteristicas leiteiras; B —
[lustragc@o de bovino com caracteristicas para produgdo de carne; C — Ilustragdo de equino; D
— Tlustragdo da por¢ao distal do apéndice pélvico direito de um equino com vista medial e
ventral.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 39 propriedades 35 (89,7%) tém produgdo para subsisténcia ou para venda, uma
(2,56%) funciona como chicara, mas encontra-se abandonada e quatro (10,25%) sao
utilizadas pelos proprietdrios como locais para descanso. Dentro das 35 propriedades com
algum tipo de manejo animal, o tipo de producdo foi o mesmo encontrado por Matos (12) para
bovinos em Portugal, onde a maioria das pequenas propriedades explora os animais na tripla
funcgdo: carne, leite e trabalho.

Todos os entrevistados (100%) apontaram dificuldades em receber auxilio de algum
orgdo relacionado a extensdo, seja EMATER, prefeitura, universidade, dentre outros. Este
valor foi semelhante ao encontrado por Alves e Valente Junior (13) (x2=1,17; GL =2; p =
0,55) em pesquisa realizada no nordeste do Brasil, que obtiveram a mesma resposta, que o
presente trabalho, em 70% dos casos (n=411), e Silva Filha et al. (14) (x2=1,26; GL=2;p =
0,53), em trabalho realizado no Estado da Paraiba, que observaram 62,1% (n=58) de
produtores rurais recebendo assisténcia técnica de orgdos extensionistas. Em trabalho
realizado no Estado de Goids, Rabelo et al. (15) encontraram em 60% (n=10) das
propriedades estudadas falta de assisténcia técnica e nenhum tipo de escritura¢do zootécnica,
sendo que no restante das propriedades ocorria assisténcia veterindria esporadicamente, nao
diferindo do presente estudo (x2 = 0,42; GL = 2; p = 0,80). Os dados referentes a universidade
mostraram que 16% dos produtores ja a procuraram em épocas anteriores, mas nao obtiveram
respostas referentes aos seus anseios. Dentre as dificuldades encontradas mencionaram falta
de interesse dos servidores da universidade e falta de informag¢des de como conseguir auxilio.
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Alves e Valente Junior (13) concluiram que 81% dos produtores participam de projetos
relacionados as entidades publicas extensionistas, discordando dos achados do presente
estudo, onde nao foi verificado participagdo de produtor rural neste tipo de projeto. Com
relacdo a assisténcia técnica das prefeituras municipais, todos os entrevistados citaram falta de
apoio com relagdo as melhorias de condi¢des das estradas, auxilio com trator ¢ méquinas,
assisténcia para a producdo animal e vegetal. Segundo os entrevistados, as prefeituras so
aparecem por ocasido da vacinagdo contra a febre aftosa. Apenas seis (17,14%) propriedades
foram assistidas pela EMATER em periodo anterior. A excecdo das trés entidades
consideradas até o momento (universidade, prefeitura e EMATER), nenhum outro érgio foi
citado pelos entrevistados como possivel difusor de conhecimento e tecnologia.

Com relagdo a financiamento agricola, apenas dois (5,71%) ja obtiveram, sendo que
todos os produtores disseram ainda ndo ter conhecimento da nova Lei da Agricultura Familiar
(Lei 11.322/06), criada para atender este segmento. Rabelo et al. (15) descrevem que as
principais queixas relatadas pelos proprietarios como principais fatores desestimulantes da
atividade foram: auséncia de profissionais para prestarem assisténcia técnica, politicas
governamentais de incentivo, baixo preco do leite, alto custo de insumos e medicamentos
veterindrios e diversas enfermidades que acometem o rebanho bovino. No presente estudo
quando os produtores foram argiiidos sobre a forma como a universidade ou outro 6rgao de
extensdo poderia auxilid-los, obtiveram-se os seguintes resultados: 15 produtores (42,85%)
citaram a necessidade de auxilio técnico, 10 produtores (28,57%) pediram auxilio da
assisténcia técnica, trés produtores (8,57%) descreveram que estes 6rgaos poderiam fornecer
drea para a atividade agropecudria, dois produtores (5,71%) reclamaram da dificuldade em
escoar a producdo, dois produtores (5,71%) disseram que poderiam receber apoio por meio de
maquinério, 12 (34,28%) ndo sabiam ou nio responderam.

No que se refere a oportunidade de trabalho no meio rural, seis (17,14%) entrevistados
relataram estar na atividade em funcdo do desemprego. Destes, trés (8,57%) afirmaram
possuir experiéncia na atividade agropecudria, em fun¢do da origem familiar no meio rural.
Em geral os entrevistados reconheceram as universidades como geradoras e difusoras de
conhecimentos, a0 mesmo tempo em que hd pouca participacdo destas no universo da
agricultura familiar.

Termos populares referentes a estruturas anatdmica e equivalente na nomenclatura
oficial foram coletados durante as entrevistas. Segue a versdo popular e a técnica,
respectivamente: venta/focinho; peito/tibere; mocotd/pé; cucuruta/marrafa; rejeto/canela;
rabo/cauda; massaroca/vassoura da cauda. A apreciacdo destes termos deve ser feita para que
o modelo de comunicagdo seja o descrito por Friedrich (16). Desenvolvendo o trabalho de
campo, estes termos tornaram-se fundamentais para o entendimento da fala rural, estando de
acordo com o descrito por Benjamin (17), onde o autor classifica a comunicacdo como algo
que um individuo concebe, codifica e emite intencionalmente para obter de outro uma reagao.

Com relacdo a podologia dos animais de produgdo, em todas as propriedades onde se
encontravam eqiiinos e bovinos (79,92%; n=28), estes sofriam de algum tipo de enfermidade
do casco. Segundo varios autores (18-21), um dos principais causadores de afeccdes podais
em bovinos e eqiiinos € o mau acondicionamento de animais de produ¢do e ma alimentagdo.
Estes resultados corroboram com os achados neste trabalho, visto que em todas as
propriedades as condicdes das instalacdes onde se encontravam 0s animais eram precarias,
propicias ao surgimento de afec¢des podais e desequilibrios nos aprumos. Tais achados sdo os
mesmos descritos por Ferreira (22), o qual descreve as anomalias anatdmicas como principal
fator na influencia da conformagdo corporal, citando a deformagdo do casco como exemplo.
Em 1990, Kobluk et al. (23) concluiram que o casqueamento e ferrageamento corretos podem
melhorar a performance e reduzir a incidéncia de lesdes musculo esqueléticas em cavalos
puro sangue de corrida. Moura et al. (24), analisando dermatite digital em bovinos da raga
nelore, observaram que animais com este tipo de patologia, quando nao tratada, apresentaram
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ganho de peso menor do que animais sem esta afec¢do ou com tratamento clinico. Avaliando
enfermidades podais em vacas leiteiras no estado do Maranhao, Freitas et al. (25) e Rodrigues
et al. (26) encontraram, respectivamente em 74,58% (n=299) e 67,95% (n=78) dos animais,
algum tipo de enfermidade, sendo nos dois estudos o desgaste da sola a principal lesdo
encontrada, influenciada principalmente pela idade dos animais e por fatores climaticos.
Rabelo et al. (15) constataram em 22,46% (n=846) de vacas adultas, algum tipo de
claudicagdo, sendo a principal enfermidade a dermatite digital, a mesma afec¢do encontrada
por Rabelo et al. (27) em 23,7% dos casos (n=190). Queiroz et al. (28) encontraram a erosao
de talao como principal lesdo podal, sendo encontrada em 50,66% dos casos (n=654).
Rodrigues et al. (26) descreveram os principais fatores encontrados nas propriedades que
influenciam a ocorréncia de afeccdes podais, sendo estes encontrados no presente estudo:
areas de terreno com pigarra; periodo chuvoso, dreas com muita lama e umidade; instalacdes
com piso bastante abrasivo (cimento), manejo de animais e instalacdes inadequado,
dificuldade no exame clinico e diagndstico destas enfermidades.

O conhecimento dos fatores determinantes para a ocorréncia destas doencas ¢é
importante para que medidas de controle e profilaxia possam ser instituidas nas propriedades
(28). E de suma importéncia que os profissionais conhecam as enfermidades para que se possa
intervir com mais precocidade nos casos, favorecendo a recuperagdo, além de contribuir para
a minimizacdo dos prejuizos proporcionados com as suas ocorréncias (28). A melhoria nas
técnicas de producdo e sanidade animal tem agregado valor aos produtos das propriedades
rurais, atendidas por projetos, que passam a ter maior aceitacdo no mercado pela melhor
qualidade e confiabilidade alcancgada (29).

Apdés atuacdo em 35 propriedades foi possivel perceber a validade da iniciativa onde
ndo ficou constatada “insatisfacdo” por parte dos produtores/trabalhadores rurais. Os valores
encontrados neste trabalho (73% foram considerados “muito satisfeitos”, 17% “satisfeitos” e
10% “moderadamente satisfeitos) ndo apresentaram diferenca significativa (x? = 0,60; GL =
2; p = 0,73) quando comparados aos dados de Alves e Valente Junior (13), apenas para o
parametro “muitos satisfeitos”. Ponsano et al. (30) concluiram, em trabalho realizado em
Aracatuba-SP, que o periodo de capacitacdo dos produtores rurais na atividade de producao
leiteira ndo foi suficiente para atingir a melhoria na qualidade do leite produzido na regido. Os
mesmos autores complementam que, considerando o baixo nivel de instrucdo desse setor, seu
apego a préticas inadequadas e dificuldade para implantar inovacdes, faz-se necessirio um
maior tempo de atuagcdo junto aos produtores rurais para que 0s mesmos possam assimilar as
informacdes e colocéd-las em pratica, até que melhorias na qualidade do leite sejam atingidas.

CONCLUSOES

Apesar do reduzido nimero de propriedades visitadas até o momento, pode-se perceber
a homogeneidade dos resultados apontando para o ndo envolvimento de 6rgdos extensionistas
com a comunidade rural em geral. Produtores e trabalhadores rurais enfatizaram que a
Universidade e outras entidades deveriam estar presentes de forma intensiva. O presente
trabalho mostra a realidade da agricultura familiar do Brasil e a baixa intervencdo de 6rgao
extensinistas no setor, evidenciada quando comparamos com trabalhos semelhantes realizados
no pais. Em sintese, pode—se inferir que projetos de extensdo aprovados pela Universidade e
financiados com recursos minimos para a atividade de campo podem transformar a realidade e
servir como modelo para outras regides.
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ANEXO 1
Formulario para coleta de dedos das propriedades rurais

Entrevistador: Data: / /

INFORMACOES GERAIS
Propriedade:
Proprietério:
Entrevistado (proprietario/funcionério/outro):
Endereco:
Atividade principal:
Producdo [principal(is) produto(s)] por periodo:
Area (ha):
Numero de trabalhadores rurais:
Idade/Escolaridade/Experiéncia na atividade (origem, tempo de trabalho): detalhar para cada
funciondrio

DETALHAMENTO SOBRE A PROPRIEDADE
Assisténcia técnica (profissional autbnomo, EMATER, Prefeitura, etc.):
Relacionamento anterior com a Universidade:

Ja obteve financiamento agricola? (PRONAF, BB, outros):
Tem alguma dificuldade na produgdo? (doencas nos animais, plantacdo, medicamentos/
defensivos/insumos, falta de assisténcia técnica, etc.)

No que refere-se aos animais da propriedade:

Plantel/N°/sexo

Eqiiinos: Muares: Bovinos:
Caprinos Ovinos: Aves:
Outros:

Manejo (pasto, concentrado, piquete, etc.)
Forma de aquisi¢ao usual: (compra ou troca):
Os animais sao vacinados? Quais vacinas?
Possui algum tipo de mecanizacdo na propriedade? (trator, ordenhadeira, etc.)

Como a Universidade (ou outro 6rgdo que realize extensdo) poderia auxiliar a atividade de
sua propriedade?
Como € a interagdo com outros produtores/vizinhos (troca de informacdes, relacionamento,
etc.)?
Citar meios de comunicacao que possam informar o produtor/trabalhador rural:

Participaria de um encontro para produtores/trabalhadores rurais?

Anotagdes gerais:

Carvalho WD. et al. Divulgacdo da anatomia animal junto a produtores e trabalhadores do campo em dois
municipios do Estado do Rio de Janeiro. Vet. e Zootec. 2012 jun.; 19(2): 244-253
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com os seguintes itens:
1. P4gina de rosto, com:

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

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

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

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

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

o Tanto o resumo, como o abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no
respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com informacdes referentes a
introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em pardgrafo
unico e espago 1,5, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen, devem ser traducdo fiel do
resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, deverd conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

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

3. A estrutura do artigo devera conter:

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

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

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

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

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

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

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

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

RELATOS DE CASO

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

COMUNICACOES CURTAS

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

REFERENCIAS E CITACOES

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

Exemplos

Citacoes

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

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

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

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

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

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

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.

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

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.
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 Organizacio como autor

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

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

3 Livro

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 de livro

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

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

5 Artigos apresentados em congressos, reunioes, seminarios etc

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

6 Teses, dissertacoes e outros trabalhos académicos

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

7 Publicacgoes disponiveis na Internet

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

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

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

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

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

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterindria e Zootecnia”

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

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

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

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

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

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

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

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective
language and should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods,
results and conclusions. Text must be justified and in a single paragraph, 1.5 line 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).
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List the first seix authors followed by et al.
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Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
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Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
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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 a espacio de 1,5 iniciando por el
“RESUMO”. EIl “Abstract”, y el Resumen, deben ser fiel traduccién del “Resumo”. Independiente da
la lengua que el articulo fue presentado deberd contener el resumen en portugués, inglés y espaiiol.

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

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

Materiales y Métodos: debe ofrecer informaciones de reproductibilidad de la investigacién, 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 miximo 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 impresién 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 organizacion debe ser en orden alfabético por apellido del autor
(modelos anexos al final).

Deberan ser editados en Microsoft Word for Windows, para edicion de textos, Excel
(cualquier version) para graficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x
29,7 cm), a doble espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior
de cada pégina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracién consecutiva de las pédginas en
nimeros arabicos, a partir de la hoja de identificacién. Deverdn presentar también la numeracién en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada péagina nueva. llustraciones 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 vélidas 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 utilizacion.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revision bibliogréfica serdn publicados en los idiomas portugués, inglés y
espafiol, cuando el autor presente contribucion cientifica, importante en el drea especifica del asunto
abordado, y por invitacién de los editores.

Deberan contener: Titulo (portugués, inglés y espaiiol), resumo con palavras-chave, abstract
con keywords e resumen con palabras claves, introduccién, desarrollo del tema, conclusién 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 paginas, tres tablas o figuras y 15 referencias
bibliograficas.

COMUNICACIONES CORTAS

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
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preliminares de una investigacién. Deben ser presentados como médximo en cinco piginas, una tabla y
10 referencias bibliograficas. La estructuracién debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente 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 solugdo 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.
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Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacién como autor

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

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

3 Libro

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

4 Capitulo en libro

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

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

5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .
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descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produg¢do Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Tesis

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
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Vet e Zootec. 2012 junho; 19(2).



