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APRESENTACAO

A necessidade de ser um profissional cada dia mais capacitado passa pelo
compromisso do estudo constante e pela oportunidade de acesso a um material
atualizado e de qualidade, é com esse proposito que vem o langamento desse e-book
“A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria”, com texto escrito
de forma clara e direta, trazendo muitos assuntos atuais no campo da medicina
veterinaria, proporcionando ao leitor uma viagem cientifica e agradavel, pelo cuidado
gue os autores dos capitulos tiveram em convidar especialistas com longa experiencia
em cada area a ser abordada.

Os assuntos séo diversos para facilitar atualizagao dos leitores, que precisam
saber de temas como: homeopatia e imunidade em gado leiteiro, bem-estar dos
equideos, visceras de bovinos na alimentacdo, 0leo de neem para Chrysomya
megacephala, babesiose em cées, mormo, pesquisa do virus zika e alfavirus,
leishmaniose visceral, habronemose cutanea, topografia vertebromedular de cateto e
sertolioma benigno em cao. A abordagem de cada tema traz uma pesquisa minuciosa
pelos principais artigos da area, propiciando uma facil revisédo sobre os temas, tornando
essa obra uma fonte cientifica nas mais diversas areas da ciéncia animal.

Os estudantes e profissionais da area hoje sofrem em busca de uma fonte
revisada e cientifica, pois, a internet nem sempre entrega um material revisado por
pesquisadores da area de estudo. O que deixa esse livro ainda mais interessante, por
ser uma obra baseada em pesquisa, e referencias confiaveis no mundo cientifico da
medicina veterinaria. Sendo o e-book esclarecedor para todos que desejam estudar
0S assuntos aqui expostos.

Alécio Matos Pereira
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RESUMO: A mastite bovina afeta ao redor
de 90% das propriedades leiteiras de média
e alta producédo no pais, levando uma perda
de 10 a 30% por lactacdo. Com o custo de
tratamento cada vez mais elevado e a crescente
preocupacdo com a presenca de vestigios de

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria

antibiético no leite, os produtores tém buscado
novas opcoes profilaticas e terapéuticas para
intervencdo desses animais. E nesse cenario
que a homeopatia, por ser uma alternativa
aceita internacionalmente, vem ganhando
espaco no mercado brasileiro. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
produto homeopatico, na reducdo do numero
de animais com mastite subclinica no rebanho,
e sua influéncia na concentracdo de células
sanguineas. Para tanto, foram utilizadas 19
vacas holandesas em lactacdo, durante 4
meses. Os animais receberam diariamente 50
gramas por individuo do produto homeopatico
misturados a racdo durante a alimentacdo da
manha. Para avaliacéo da eficacia do produto
na reducdo da mastite subclinica no rebanho,
e sua influéncia nas células do sangue dos
animais, foram realizados CMT, CCS e
hemograma. Os resultados do CMT e CCS
sugerem que a formulacéo utilizada foi eficaz
tanto na diminuicdo da intensidade quanto na
prevencdo da mastite subclinica. Na analise
do hemograma, observou-se que nao houve
influéncia da formulagdo utilizada no namero
de leucdcitos. Conclui-se que a formulagéo
utilizada foi eficaz na diminuicdo dos casos de
mastite subclinica na propriedade e ndo levou a
alteracées no hemograma.

PALAVRAS-CHAVE: Gado de

Homeopatia. Mastite bovina. Modulac&o Imune.

leite.
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EVALUATION OF HOMEOPATHY USAGE FOR THE REDUCTION OF
SUBCLINICAL MASTITIS INDICATION AND FOR IMMUNE INCREASE OF DAIRY
CATTLE
ABSTRACT: Bovine mastitis affects around 90% of medium and high production
dairy farms in the country, leading to a loss of 10 to 30% during lactation. Due to
the increasingly higher cost of the treatment and the great concern about traces of
antibiotic in the milk, the producers have sought new prophylactic and therapeutic
options for intervention on these animals. In this scenario, homeopathy, for being an
internationally accepted alternative, has been gaining ground in the Brazilian market.
The present work aimed to evaluate the effect of homeopathic product on the reduction
of the number of animals with subclinical mastitis in the herd, and also its influence on
the concentration of blood cells. For this study, 19 Holstein cows in lactation were used
during 4 months. Each individual was given 50 grams of the homeopathic test product
daily, mixed with the feed during the morning feeding. In order to evaluate the product
effectiveness in reducing subclinical mastitis in the herd as well as its influence on the
blood cells of the animals, CMT, CCS and CBC were performed. The results of the
CMT and CCS suggest that the formulation used was effective in reducing the intensity
and also preventing subclinical mastitis. No influence of the formulation on the number
of leukocytes was observed during the CBC analysis. In conclusion, the formulation
used was effective in the reduction of subclinical bovine mastitis cases in the farm and

did not lead to changes in the CBC.
KEYWORDS: Bovine mastitis. Dairy cattle. Homeopathy. Immune modulation.

11 INTRODUCAO

Sabe-se hoje que existe um grande gargalo no manejo sanitario do gado leiteiro,
a mastite. Devido ao uso de antibiéticos de maneira indiscriminada e a onda naturalista
gue vem surgindo no Brasil e no mundo, o uso de terapias alternativas chamam cada
vez mais a atencao dos produtores, ja que com a margem de lucro do leite cada
vez menor, o produtor que preza pela qualidade é bonificado pelas leiterias. Junto
a isso, grandes empresas exigem cada vez mais um produto de qualidade, com o
minimo de antibioticos possivel (antibiotic free). E nesse cenario que a homeopatia
esta ganhando espaco e fazendo a diferenca nas granjas leiteiras, reduzindo o custo
com medicamentos e atuando de forma preventiva no rebanho, sendo que quando
aliada a um manejo sanitario adequado, o produtor fornece um leite de qualidade
com menor custo de producéo por litro. Devido a facilidade de manejo com o produto
homeopatico e o custo relativamente baixo, tanto pequenos como grandes produtores
podem adicionar o componente na dieta dos animais. Com isso, esse projeto tem como
objetivo estudar o comportamento da formula homeopatica em relagdo a reducéo da
mastite subclinica em um rebanho leiteiro, avaliando seu resultado e desempenho
tanto na qualidade do leite quanto na imunidade individual.
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2 | REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Producao de leite

A producédo mundial de leite em 2017, chegou a 513.476 bilhdes de litros segundo
a CONAB. De acordo com a companhia, a Unido Europeia lidera esse ranking de paises,
produzindo 152.500 bilhdes de litros, e o Brasil vem em quinto lugar produzindo 33,5
bilhdes de litros, tendo um aumento de 2,7% em relagéo a 2016. Segundo técnicos da
Embrapa Gado de Leite, o crescimento do consumo de leite nos proximos anos deve
estar proximo ao da producédo, estando o estimado anualmente em 2,1% podendo
chegar a 3,3% (Companhia Nacional de Abastecimento, 2017).

2.2 Mastite

A mastite € umas das principais patologias do rebanho leiteiro. Possui diversas
formas, dentre elas, a subclinica que € a mais frequente nos animais afetados, e causa
grandes prejuizos econémicos devido a diminuicdao da producéo de leite (ZAFALON,
et al. 2017). Por nao levar a nenhuma alteracao clinica visivel torna-se dificil o seu
diagnostico, sendo o aumento do numero de células somaticas no leite o principal
indicativo do problema (COSTA et al. 2000; REYNOL, et al. 2005).

Essa afeccéo é definida como uma inflamacéo das glandulas mamarias, que
pode ter origem em um trauma fisico, uso de agentes quimicos ou 0 que € mais comum
pela invasdo de microrganismos patogénicos. Dentre esses, 0s microrganismos de
maior significancia sao Staphylococus aureus, Staphylococus coagulase negativo
e Streptococus uberis (LEAL e COSTA, 2013). Para que haja o controle da mastite
bovina, o principal objetivo € a reducéo da incidéncia de casos subclinicos (ZAFALON,
et al. 2017), podendo ser realizada medidas profilaticas principalmente a respeito da
higiene da ordenha, que se combinada ao uso de antibi6ticos na hora da secagem
séo determinantes para a reducao de casos subclinicos da doenca (NOBREGA, et al.
2009). O custo com o diagnéstico, tratamento, a perda econémica com o descarte do
leite, tornam a mastite bovina subclinica um problema econédmico (COSTA et. al., 2000)
podendo gerar um custo de até 200,00 délares/vaca/ano (LEAL e COSTA, 2013.)

Na ultima década tem-se percebido uma grande preocupacé&o com a seguranga
alimentar, em todo o elo da cadeia dos lacteos (FILGUEIRAS, 2011). O que preocupa
0s especialistas € um dos grandes entraves na producdo leiteira: a adulteragdo, que
hoje ainda é muito realizada com o uso do formol, 4gua, urina, etc. Além do uso de
aditivos para aumentar o rendimento do leite, o percentual de residuos de antibi6ticos
cresce cada vez mais e gera novos debates (MASSIGNANI,2015). Adicionalmente, a
questédo do bem estar animal esta cada vez mais em pauta, por iSSo procura-se novas
formas de criacdo que busquem respeitar o comportamento natural dos animais,
utilizar um manejo voltado para a prevencado de doencas, além de preconizar o uso
de métodos terapéuticos mais suaves, e dentre essas, destaca-se a homeopatia,

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 1




(HORONATO, 2006) que surge como uma importante alternativa sendo aceita nacional
e internacionalmente (MANGIERI, 2007).

2.3 A homeopatia

Apalavrahomeopatia € de origem grega e significa homeo=semelhante e pathos=
doenca, sendo assim € a ciéncia que trata os individuos doentes e ndo a doenca em si
(XIMENES, 2009), essa tem por fundamento a lei estudada por Dr. Samuel Hanemann
em 1810, similia similibus curantur (semelhante cura semelhante) sendo assim toda
substéancia capaz de causar sintomas fisicos e psiquicos nos individuos sadios, também
possui capacidade de curar um individuo que esteja doente. O tratamento ocorre por
meio de um preparado, que quando administrado em um individuo sadio, produz os
mesmos efeitos constatados em um individuo que se deseja curar (BARBOSA, et al.
2013). E importante salientar que a homeopatia ndo tem como objetivo eliminar os
agentes causadores das doencas, pois visa preservar a biodiversidade do ambiente
(MITIDIERO, 2002). Ja foi descrito que se o medicamento escolhido for administrado
em uma superdosagem, este é capaz de mascarar a visualizacdo da cura, ou até
induzir uma acentuacgao nos sintomas (SILVA, 2009).

De acordo com Souza (1998), o medicamento homeopatico exerce um efeito
sobre o sistema imunoldgico do animal, mediado por efeitos hormonais, emocionais,
eletroliticos ou metabdlicos (SILVA, 2009).

Apréatica homeopatica contempla o bem estar animal, uma vez que o medicamento
pode ser fornecido na agua ou racdo, nao havendo a necessidade de contengcdo dos
animais que é um fator gerador de estresse (HONORATO, et al, 2006), além disso,
alguns fatores estao sendo empregados para justificar o uso da homeopatia como o
baixo custo do tratamento e a possibilidade de obter um produto livre de residuos, sem
necessidade de imposicao de periodo de caréncia a ser respeitado. As informacgdes e
estudos sobre os produtos homeopaticos ainda sdo muito falhos, o que gera uma série
de discussdes sobre o seu real funcionamento e eficacia (MASSIGNANI,2015) assim
ocorre a livre comercializagdo sem a necessidade de uma receita médica, podendo ser
utilizado como aditivos alimentares com o intuito de aumentar os indices zootécnicos e
a producao animal (SILVA, et al. 2011).

Para melhorar a qualidade do leite e garantir um alimento seguro e de alto valor
nutricional, é fundamental o controle das mastites nos rebanhos. Muitos esfor¢os tém
sido empregados para isso, incluindo uma bonificac&o pela qualidade do leite, baseado
na reducéo da contagem de células somaticas por mililitro de leite, que reflete o nivel
de ocorréncia de mastite (LEAL e COSTA, 2013.).

A producao animal, em um sistema orgénico que seja certificado, ainda é pouco
difundida no Brasil, apesar do aumento significativo da procura por esses produtos,
alguns autores relatam que a contagem de células somaticas em fazendas orgénicas
foi maior do que em fazendas que utilizam antibi6ticos (ZAFALON, et al. 2017). O
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interesse por produtos organicos, como alimentos vindo de animais homeopatizados,
se baseia no fato de eles possuirem maior seguridade (SILVA, et al. 2011), ja que
sabe-se que o uso descontrolado de antimicrobianos leva a sele¢do e resisténcia
bacteriana, fazendo com que a droga n&o surta efeito (GASPAR, et al. 2017).

De acordo com Leal e Costa. (2013) que realizaram um estudo com 48 vacas
sadias em lactacdo em um periodo de cem dias, houve reducéo, porém néo significativa
da CCS com o uso da homeopatia. Ja Silva et al., (2011), ao suplementarem 22
vacas holandesas com produto homeopatico por 63 dias, observaram que houve uma
tendéncia de aumento na CCS de vacas com glandula mamaria sadia. No mesmo
estudo observou-se que o uso da combinacdo homeopatica tendeu a aumentar o
teor de proteina no leite, levando os autores a concluir que o uso da homeopatia foi
capaz de induzir uma resposta no aumento de secrecao proteica do leite. Mangieri
et. al., (2015) que analisaram 122 ovelhas no periodo de 2 anos, observaram que 0
tratamento homeopatico foi eficiente na cura microbioldgica das mastites subclinicas
em ovinos. Além disso o tratamento homeopatico usado de forma correta reduziu a
taxa de reinfeccéo dos animais avaliados. Ja resultado encontrado por Gaspar et al.,
(2017), em estudo realizado em conjunto com a Embrapa pecuaria Sul, conduzido
com 37 animais, mostrou que o tratamento homeopatico ndo acarretou mudancas
relevantes em alguns parametros, como a CCS e os testes microbioldgicos, levando
0s autores a concluir que a homeopatia nao foi eficaz na prevencéao de mastite.

31 METODOS
3.1 Animais

Para a realizacdo desse estudo foram utilizadas dezenove vacas da raca
holandesa entre 3 e 5 anos, todas em periodo de lactacdo, provenientes do Sitio
Terra Milho localizado no municipio de Aracoiaba da Serra- SP. Na propriedade, os
animais sdao mantidas no sistema de confinamento (Compost Barn), onde passam pelo
mesmo manejo sanitario e sdo ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, com a
utilizacéo de pré e pbs-dipping e ndo possuem bezerro ao pé. Com relagcdo ao manejo
nutricional, a quantidade de concentrado oferecido aos animais esta de acordo com a
producao leiteira diaria.

3.2 Produtos e administracao

Durante o periodo do estudo, que ocorreu por quatro meses, 0S animais
consumiram 50 gramas/cabeca/dia do produto homeopatico em pd que possui a
seguinte formulacao: Natrum muriaticum 10-60, Silicea terra 10-400, Hypothalamus
10-30, Urtica urens 10-30, Colibacillinum 10-30, Calcium phosphoricum 10-30,

Staphylococcus aureus 10-60, Streptococcus uberis 10-60, Phytolacca 10-12, Veiculo
gsp 1000 g. O produto foi ingerido misturado ao concentrado sendo oferecido as vacas
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no trato da manha. Nao é necessario interromper o uso do produto por nao ter efeito
residual.

3.3 Analises do leite

As vacas foram submetidas, quinzenalmente, na ordenha ao teste da caneca,
gue tem como objetivo identificar os animais com mastite clinica, e ao teste CMT
(California Mastits Test) para a observacéo da presenca de mastite subclinica, de
acordo com a classificagdo de cada quarto mamario.

Uma vez ao més realizou-se a coleta de uma amostra de leite em tubo estéril,
contendo conservante Bronopol ® (2-bromo-2 nitropropano-1,3 diol), e as amostras
foram enviadas para a Clinica do Leite® que realizou a CCS (Contagem de células
somaticas) individual.

3.4 Analises do sangue

Quinzenalmente realizou-se a coleta de sangue, o qual foi dividido em dois tubos,
um contendo anticoagulante EDTA e outro sem anticoagulante. As amostras foram
encaminhadas ao laboratorio da universidade para que os exames fossem feitos. O
hemograma foi realizado em contador automético na marca Brasmed®.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Administracao do produto

A administracdo do produto ocorreu sem nenhuma intercorréncia, sendo este
bem aceito pelos animais. O produto foi fracionado em por¢des diarias para cada lote,
a fim de garantir o consumo de maneira correta.

4.2 Avaliacao do teste da caneca de fundo preto

O teste é utilizado para a detecgéo de mastite clinica, observando a presenca de
grumos. E realizado apés o pré-dipping, onde os trés primeiros jatos de cada teto s&o
direcionados para a caneca. Nenhuma vaca deu inicio ao experimento com mastite
clinica.

Durante o estudo somente um animal apresentou grumo em duas coletas
realizadas.

4.3 Avaliacao do CMT

. O CMT foi realizado quinzenalmente no fosso da ordenha, sendo classificado e
anotado no dado momento (Figuras 1).
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Figura 1- Teste CMT.

Fonte: Prépria Autoria

Observou-se que 52,6 % dos animais apresentaram melhora progressiva na
avaliacao pelo CMT, enquanto que 47,3% mantiveram seu resultado final igual ao
inicial (Tabela 1). Apenas dois animais nao apresentaram esse padréo.

Pode-se sugerir que a administracdo do produto ajudou na prevencéo e na
reducéo da intensidade do aparecimento da mastite subclinica no rebanho.

Tabela 1- Resultado da primeira e ultima realizagdo do CMT dos animais do
estudo-Continua
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Valores de referéncia: CCPR Leite e ACTA Biomédica Brasileira

Fonte: Elaboracao Propria/Dados trabalhados pelo autor
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4.4 Avaliacao da CCS

Todas as amostras de leite para realizacdo da CCS foram coletas e enviadas
para analise na Clinica do Leite®.

Observou-se que 89,4% dos animais apresentaram um pequeno aumento no
namero de células somaticas se comparado ao inicio do experimento ainda sim
mantendo-se dentro do limite aceitavel (Grafico 1). Essa elevacdo pode ter sido
decorrente do aumento da porcentagem de proteina no leite, fato comum em animais
que fazem uso de homeopatia (SILVA, et al. 2011, MAZIERO et al. 2013.), porém
dados da proteina do leite ndo foram analisados no presente estudo. Apenas 10.52%
(2 animais) tiveram uma contagem acima do limite permitido, sendo esses os animais
que apresentaram mastite clinica e mastite crénica. Os resultados foram organizados
no grafico abaixo:

180,00

165,76

170,00

160,00

somatica

150,00 146,47, .

140,00

Contagem de células

130,00

Inicial Final

Grafico 1- Resultado da analise de CCS no inicio e no final do estudo

Valores de referéncia: CCPR Leite e ACTA Biomédica Brasileira

Fonte: Elaboracéo Propria/Dados trabalhados pelo autor.

4.5 Avaliacao do perfil leucocitario

Todas as amostras de sangue dos dezenove animais foram coletadas e
submetidas a realizacdo de hemograma completo. Em relagdo ao numero de
leucécitos 36,8% dos animais apresentaram um aumento leucocitario, 57,9% tiveram
uma diminuicdo do numero e 5,2% mantiveram o mesmo valor inicial. Porém todos
continuaram dentro do valor de referéncia.

Os valores do hematocrito se apresentaram da seguinte forma, 52,63% dos
animais apresentaram um aumento, 36,84% uma diminuicdo quando comparado ao
valor inicial e 10,52% mantiveram o valor.
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51 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que a
administracao do produto ajudou na prevencdo e na reducédo da intensidade do
aparecimento da mastite subclinica no rebanho. O produto nao teve influéncia na
concentracao das células sanguineas dos animais.
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RESUMO: Foram avaliados 14 equideos de
trabalho da cidade de Pires do Rio — Goias,
apdés a assinatura do termo de ciéncia e
autorizacdo pelos proprietarios
a anamnese e exame fisico, pesquisa por

realizou-se

hematozoarios, contagem de ovos por grama
de fezes, além da verificacao das condi¢des de
manejo. O presente trabalho correlacionou os
resultados da avaliacao clinica, hematologica,
coproparasitolégica e de manejo e identificou
o0 estado geral e de bem-estar dos animais.
Posteriormente  os  proprietarios  foram
orientados de acordo com a condi¢ao individual
dos seus animais, além disso receberam uma
cartilha com informacgdes gerais sobre a criacao
de equideos de trabalho. Conclui-se que os
equideos de trabalho da zona urbana de Pires
do Rio — Goias foram submetidos a praticas de
manejo adequadas, respeitado as condicdes de
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bem-estar animal.
PALAVRAS-CHAVE: bem-estar animal, equideos, Pires do Rio

ABSTRACT: 14 working horses from the city of Pires do Rio - Goias were evaluated,
after signing the term of science and authorization by the owners, the anamnesis and
physical examination, research by hematozoa, counting of eggs per gram of feces, and
verification of management conditions were carried out. The present work correlated
results of clinical, hematological, coproparasitological and management evaluation
and identified the general and welfare status of the animals. Later the owners were
guided according to the individual condition of their animals, in addition they received a
booklet with general information about the breeding of working horses. It is concluded
that working horses from the urban area of Pires do Rio - Goids were submitted to
appropriate management practices, respecting animal welfare conditions.
KEYWORDS: animal welfare, equines, Pires do Rio

INTRODUGCAO

Ha muitos anos o homem utiliza meios de transporte para se locomover e
para a movimentacéo de cargas. Um dos meios utilizados s&o as carrocas, movidas
pela forca motriz de equideos (WSPA, 2006). De acordo com o MET (2010) nas
cidades encontram-se pessoas que utilizam esses meios para manter seu sustento.
As carrogcas possuem um papel importante por colaborarem a darem destino aos
residuos de construcdo civil e a materiais reciclaveis, ajudando a manter a cidade
limpa, contribuindo também com o meio ambiente (SILVA & VENTURA, 2001; FILHO
et al., 2004; MARANHAO et al., 2006).

Na zona urbana, quando os animais sdo submetidos ao trabalho pelos carroceiros,
estéo sujeitos a sofrerem problemas como claudicacéo, estresse, risco de acidentes
de transito, conducao inadequada por carroceiros destreinados, além de muitas vezes
se manterem em instalagdes inadequadas para que permaneg¢am enquanto nao estao
trabalhando (HOUPT, 2001). O bem-estar dos animais esta diretamente relacionado
com o desempenho em suas atividades de trabalho, desta forma, a queda no
desempenho pode acarretar alguns problemas para o carroceiro, como a necessidade
de aquisicdo de outros animais, além de prejuizos no rendimento de trabalho. Tais
situacbes podem ser evitadas com a ado¢cado de um manejo correto que preze pelo
bem-estar animal.

Considerando os fatores relevantes para o bem-estar animal, faz-se necessario
estudos que avaliem as condicdes gerais € de manejo dos animais de trac&o. Tais
avaliacbes podem permitir a identificacdo das principais orientacdes aos proprietarios
dos animais de tracdo necessarias ao bem-estar animal. Desta forma, o presente
trabalho objetivou analisar diversos fatores relacionados ao bem-estar dos equideos de
trabalho da cidade de Pires do Rio — Goias por meio de avaliagao clinica, hematoldgica,
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coproparasitologica e de manejo.

MATERIAIS E METODOS

Foram cadastrados 14 animais de trabalho de carroceiros da cidade de Pires
do Rio — Goias. Apds a assinatura do termo de ciéncia e autorizagao iniciou-se as
atividades com os proprietarios e seus animais. Realizou-se anamnese e exame fisico,
pesquisa de hematozoarios, contagem de ovos por grama de fezes (OPG), além da
verificacdo das condicbes de manejo realizadas pelos proprietarios. Os equideos
foram analisados por meio de exame fisico geral, o qual foi realizado sistematicamente
avaliando fatores, como comportamento, condicdo corporal, grau de hidratagcdo,
temperatura corporal, dentre outros (FEITOSA, 2008).

Para a pesquisa de hematozoarios, foi realizada a colheita de sangue dos animais
(n=14) por meio de punc¢ao de 5,0 ml de sangue da veia jugular com agulha 40 x 12,
em seguida foram armazenados para a posterior realizacdo da técnica de gota de
coagulo (STOBBE et al., 1992).

As coletas de fezes dos animais (n=14), foram realizadas imediatamente apés a
defecacgéo ou diretamente da ampola retal com o auxilio luvas descartaveis lubrificadas.
As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados
e mantidas sob refrigeracdo em recipiente de isopor com gelo para transporte até
o Laboratério de Parasitologia do Instituto Federal Goiano - Campus Urutai, para a
realizacao do teste de Gordon e Whitlock modificado (ABIDU et al., 1999).

Correlacionou-se os resultados dos exames com a avaliacdo clinica e as
condi¢coes de manejo dos animais, desta forma, definiu-se o estado geral e de bem-
estar dos animais, e assim os proprietarios foram orientados de acordo com a condigéo
individual dos seus animais. Além das informacdes individualizadas recebidas durante
a visita os proprietarios também receberam uma cartilha com informacgdes gerais sobre
a criacao de equideos de trabalho. Toda a conduta experimental seguiu 0s preceitos
exigidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA), tendo inclusive,
prévia aprovacéo pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-IFGOIANO), sob
0 processo de n° 9269140416.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 14 animais avaliados, oito eram machos e seis fémeas, 13 equinos e
um muar, com idade entre dois e doze anos. Observou-se que 100% dos animais nao
apresentaram alteracdes ao exame clinico geral. Durante a avaliacdo das condicoes
de manejo os proprietarios responderam sobre a desverminagcdo de seus animais,
sendo que 21,5% destes afirmaram ter realizado a desverminacdo had menos de
trés meses, 14,3% entre trés e seis meses, 28,4% ha mais de sete meses e 35,7%
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alegaram nunca terem realizado. Os equinos s&o hospedeiros exclusivos de dezenas
de espécies diferentes de endoparasitas. De acordo com Cristofolini et al. (2015) grande
parte dos animais de tracdo nao recebem tratamento anti-helmintico ou recebem
de forma inadequada, corroborando com a situagdo observada neste trabalho, pois
35,7% dos proprietarios relataram nunca terem desverminado seus animais. Contudo,
mesmo com um alto percentual de animais n&o desverminados nenhum dos animais
apresentou alteracdes clinicas, corroborando com Ferreira (2016) ao afirmar que a
relacdo parasita-hospedeiro pode ocorrer de forma mais ou menos equilibrada, e
a severidade dos sinais clinicos varia de acordo com a quantidade de parasitos e
situagdes como stress e mal nutricao.

Nenhum dos animais obtiveram resultado positivo na contagem de de fezes OPG
diferentemente do encontrado por Rego et al. (2009) ao estudarem a incidéncia de
endoparasitose em equinos de tracédo na cidade de Curitiba, onde 33,1% dos animais
foram considerados infectados. Portando, ndo foi possivel estabelecer relacéo entre o
tempo de desverminacéao e a presenca de parasitos nas fezes. Mas a grande maioria
dos proprietarios relataram a utilizagdo de plantas para o controle dos parasitos, todavia,
nao souberam dizer os nomes dos fitoterapicos. Oliveira et al. (2009) afirmaram que
0 uso de terapia alternativa com plantas podem controlar parasitos internos. Estudos
gue comprovem a eficacia de fitoterapicos de uso popular sao escassos e a utilizacao
de produtos naturais na criacdo animal ainda € pouco explorada (CATALAN et al.,
2012). Desta forma, tais relatos associados ao fato de que mesmo os animais nunca
desverminados apresentaram resultados negativos na contagem de OPG, apontam
que sao necessarios estudos futuros que identifiquem tais plantas e atestem sua
eficacia no controle de endoparasitos em equinos.

B Animais..mOPG

40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00%
0,00%
menosde3 entre3eb mais de 7 nunca
meses meses meses

Tabela 1 - Relagéo entre desverminacao e presenca de ovos por grama de fezes (OPG) nos
equideos de tracdo da zona urbana do municipio de Pires do Rio-Goias, no ano de 2017.
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Junior et al. (2017) afirmam que a falta de informagao entre os carroceiros é
frequente e que pode resultar em desequilibrios nutricionais tornando os animais
mais susceptiveis a doencgas, além de um menor rendimento no trabalho de tracéo.
Diferentemente do observado por Junior et al. (2017) os proprietarios dos animais de
tracdo da area urbana do municipio de Pires do Rio, Goias demostraram conhecer ndo
apenas a importancia da relacéo entre a saude de seus animais e o rendimento no
trabalho mas também um conhecimento ainda que parcial das adequadas praticas de
manejo, contudo alegam que os custos é fator limitante para executar alguns destes
cuidados.

Ao exame clinico, os Unicos parametros comumente alterados foram as
frequéncias cardiacas e respiratorias, porém a alteracéo € justificada pela dificuldade
dos proprietarios em deixarem o animal em repouso antes da avaliacado clinica ja
que havia ansiedade em retornarem as suas atividades. As condi¢cdes de escore
corporal encontradas foram, em geral boas. A avaliagdo externa, juntamente com a
pesquisa por hematozoarios, evidenciou o efetivo controle de ectoparasitas realizados
pelos proprietarios. De acordo com Reichmann (2003), muitas praticas errbneas de
manejo comumente empregadas pelos carroceiros na zona urbana sao baseadas
em informacdes adquiridas por meio da propria experiéncia ou advindas de outros
colegas de profissdo, sem nenhum acompanhamento de profissionais especializados.
Doéria et al. (2016) descreveram que € frequente encontrar animais de tracdo em
condicoes precarias de saude e Chaves et al. (2014) observaram que muitos animais
transportaram cargas demasiadamente pesadas em Sao Luis (MA). Entretanto, nao
foram observadas tais praticas neste estudo, a isto atribuimos o fato da proximidade
do municipio de Pires do Rio ao Instituto Federal Goiano — Campus Urutai, o que
proporcionou a difusao da informacéo por meio dos cursos técnicos, de graduacao e
por meio de projetos de extenséo.

CONCLUSAO

Foi perceptivel aos executores do projeto a preocupacéao e o cuidado da maioria
dos proprietarios com os animais de tracdo no municipio de Pires do Rio-Goias. Porém,
verificou-se que os animais ndo foram adequadamente desverminados, conforme
recomenda a literatura, mas contraditoriamente as amostras de fezes de todos os
animais foi negativa na contagem de OPG. Este fato, pode ser atribuido ao relato do
uso de fitoterapicos com acao parasiticida, contudo serao necessarios outros estudos
para a confirmacao de tal hipotese.
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RESUMO: A conversao de
de abatedouros em

subprodutos
componentes com
propriedades funcionais empregando enzimas,
soluciona problemas econémicos e de saude
inadequado
residuos. Os componentes com propriedades

devido ao descarte destes
funcionais, principalmente peptideos bioativos,
desempenham funcéo bioldgica, fisioldégica e

bioguimica no organismo. Diante do exposto,
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VISCERAS DE BOVINOS

a realizagdo do presente trabalho visou a
investigacdo das caracteristicas e aplicacoes
biotecnolégicas dos peptideos obtidos pela
hidrélise enzimatica de visceras bovinas por
meio da acdo de duas enzimas comerciais,
a tripsina e a pepsina, empregando-se um
planejamento composto central rotacionado
com oito ensaios e duas repeticbes no ponto
central. O software utilizado para realizar a
analise estatistica foi o SISVAR, verséo 5.6,
DEX-UFLA. A média de hidrélise para a pepsina
foi de 18,43%, ja para a tripsina a hidrélise se
mostrou mais eficaz alcangcando uma média
de grau de hidrélise de 63,96%. Quanto a
atividade de quelacédo de ions de cobre e
ferro, os hidrolisados da pepsina apresentaram
médias de quelacdo de 51,03% e 51,74%,
respectivamente. Enquanto os hidrolisados da
tripsina apresentaram média de quelacdo de
17,77% para o cobre e de 77,44% para o ferro.
Frente as atividades de eliminacdo de radicais
livres (ABTS, DPPH, hidroxila e superéxido), os
hidrolisados de ambas as enzimas se mostraram
eficientes, demonstrando taxas de quelagcao
acima de 65,43% para todas as atividades,
atingindo niveis maximos de quelacao do radical
hidroxila pelos hidrolisados da pepsina. Com os
resultados da pesquisa é possivel constatar o
potencial biotecnologico dos hidrolisados das
visceras bovinas (coracao, figado e pulmao),
sendo uma fonte de peptideos bioativos com
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atividade antioxidante de quelacédo de ions metalicos (ferro e cobre) e de eliminagéo
de radicais livres (hidroxila, superoxido, DPPH e ABTS) in vitro, com potencial de se
tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passiveis de serem utilizados na
industria alimenticia, farmacéutica e quimica.

PALAVRAS-CHAVE: Peptideos, hidrolise, visceras, bioprodutos, bovinos.

EVALUATION OF FUNCTIONAL PROPERTIES OF PROTEIN HYDROLYSIS
OBTAINED FROM OF CATTLE VINCERS

ABSTRACT: The conversion of slaughterhouse by-products into components with
functional properties using enzymes, solves economic and health problems due to the
inappropriate disposal of these residues. The components with functional properties,
mainly bioactive peptides, perform biological, physiological and biochemical functions
in the body. In view of the above, this study aimed at investigating the biotechnological
characteristics and applications of peptides obtained by enzymatic hydrolysis of bovine
viscera through the action of two commercial enzymes, trypsin and pepsin, using a
central compound rotated with eight trials and two repetitions at the central point. The
software used to perform the statistical analysis was SISVAR, version 5.6, DEX-UFLA.
The average hydrolysis rate for pepsin was 18.43%, whereas for trypsin hydrolysis
was more effective, reaching an average hydrolysis degree of 63.96%. Regarding
the chelation activity of copper and iron ions, pepsin hydrolysates showed chelation
averages of 51.03% and 51.74%, respectively. While trypsin hydrolysates showed an
average chelation of 17.77% for copper and 77.44% for iron. In view of the free radical
scavenging activities (ABTS, DPPH, hydroxyl and superoxide), the hydrolysates of both
enzymes proved to be efficient, showing chelation rates above 65.43% for all activities,
reaching maximum levels of radical chelation. hydroxyl by pepsin hydrolysates. With
the results of the research, it is possible to verify the biotechnological potential of the
bovine viscera hydrolysates (heart, liver and lung), being a source of bioactive peptides
with antioxidant activity of metal ion chelation (iron and copper) and free radical
scavenging (hydroxyl, superoxide, DPPH and ABTS) in vitro, with the potential to
become antioxidants for commercial use that can be used in the food, pharmaceutical
and chemical industry.

KEYWORDS: Peptides, hydrolysis, viscera, bioproducts, cattle.

11 INTRODUCAO

Os peptideos bioativos, podem ser definidos como componentes proteicos
contendo de 2 a 20 aminoacidos que, além do seu valor nutricional, exercem um efeito
regulatérios no organismo animal por meio da interacdo com receptores especificos
localizados nas células de 6rgéos especificos, ou pela inducéo de respostas fisiologicas
(RYAN et al., 2011; RAIKOS e DASSIOS, 2014). Dentre fungbes modulatorias, pode-
se citar acao anti-hipertensiva, antioxidante, agonista opioide, imunomoduladora,
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antimicrobiana, prebibtica, antitrombética e hipocolesterolémica (CHABANCE et al.,
1998; RYAN et al., 2011; COSTA et al., 2014; MOHANTY et al., 2016; LORENZO et al.,
2018), além da suas ac¢des terapéuticas, como por exemplo no tratamento de equinos
atletas com osteoartrite a partir de suplementacao alimentar com peptideos bioativos
de colageno (DOBENECKER et al., 2018).

De acordo com Morales-Medina et al. (2016), a conversdo de subprodutos de
matadouros, em particular as visceras, alguns 6rgaos, sangue e residuos da industria
carnea que sao descartados ou ineficientemente aproveitados em componentes com
propriedades funcionais a partir da hidrélise enzimatica, pode solucionar problemas
econdmicos e de salude publica devido ao descarte inadequado destes residuos. A
utilizacdo de enzimas proteoliticas para obtencdo destes bioprodutos oriundos de
subprodutos do abate de animais, aumenta o valor agregado e a lucratividade destas
empresas, beneficiando também a populacédo em termos de saude publica e geragcéo
de uma nova fonte de renda.

A atividade antioxidante desempenhada por peptideos bioativos baseia-se na
diminuicdo dos processos oxidativos e da formagcdo de moléculas conhecidas como
espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) (GU et al., 2015; LIU
et al., 2015; MARQUES et al., 2015), que podem atacar lipidios de membranas
plasmaticas, proteinas e DNA (acido desoxirribonucleico), causando, desta forma,
muitas doencas, tais como doencgas cardiovasculares, diabetes, cancer e doenca de
Alzheimer, que afetam tanto animais quanto humanos (RYAN et al., 2011).

Por sua vez, a oxidagéo lipidica pode causar deterioracdo da qualidade dos
alimentos e reducéo na vida util do produto, além do consumo de alimentos contendo
produtos de oxidacao lipidica estar associado a inUmeras doencas (ESTERBAUER,
1993; GIMENEZ, 2009; RYAN et al., 2011).

Os peptideos bioativos antioxidantes apresentam grande vantagem, do ponto
de vista comercial, em relacéo aos antioxidantes sintéticos, ja que estes estéo sobre
legislacé@o especifica o que restringe seu uso. Desta forma, os antioxidantes naturais,
tais como os peptideos bioativos, merecem destaque, além de apresentarem alta
eficiéncia e seguranca (GU et al., 2015; LIU et al, 2015; MARQUES et al., 2015).
Diante do exposto, o presente trabalho visa investigar as caracteristicas e aplica¢des
biotecnolédgicas dos peptideos obtidos pela hidrélise enzimatica destes subprodutos
do abate.

2| METODOLOGIA

As visceras bovinas, coracao, figado e pulméo, foram obtidas de fornecedores
locais, situados em mercados publicos de municipios do agreste pernambucano. As
visceras foram coletadas logo ap6s o abate, acondicionadas e transportadas sob
refrigeracao (4 °C), lavadas, pesadas, trituradas, homogeneizadas e armazenadas sob
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congelamento (-18 °C) até a realiza¢do das analises e/ou utilizagdo para obtencao dos
hidrolisados proteicos, apresentando periodo de armazenamento inferior a 60 dias na
proporcéao 1:3 (m/v). Posteriormente empregou-se um planejamento composto central
rotacionado com oito ensaios e duas repeticdes no ponto central. Variando o tempo de
hidrélise e a relacdo enzima: substrato (Tabela 1).

Hidrolisado Tempo de hidrélise? [E]:[S]P
1 60 1:90
2 60 1:30
3 180 1:90
4 180 1:30
5 35 1:60
6 205 1:60
7 120 1:112
8 120 1:25
9 120 1:60
10 120 1:60

aMinutos. PRelacdo Enzima/substrato (p/p).

Tabela 1. Planejamento composto central rotacionado para hidrélise enzimatica de visceras
bovinas empregando pepsina e tripsina.

Para hidrélise das visceras foram empregadas duas enzimas de origem animal,
a pepsina (pH 2,0 e 37 °C) e a tripsina (pH 8,0 e 37 °C), respeitando suas condicoes
6timas de atividade.

O teor de aminoacidos liberados pela hidrélise das visceras (grau de hidrolise)
foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Benjakul e Morrissey
(1997) com algumas modificacées. Foram empregados 31,25 pL do hidrolisado, 0,5
mL de tampéao fosfato de sédio (pH 8,2; 0,2 M), em seguida adicionou-se 250 L de
solucao de TNBS (4cido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico) a 0,01%. A mistura reacional
foi incubada em banho maria a 50 °C por 30 minutos. A reacao foi interrompida com
a adicao de 0,5 mL de sulfito de sodio (0,1 M). A mistura foi mantida ao abrigo da luz
por 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C). A absorbéancia foi lida a 420 nm em
espectrofotdmetro (Biochrom LibraS22, Reino Unido) e os aminoacidos expressos em

relacdo a L-leucina. O grau de hidrélise (GH) foi calculado de acordo com a equacéo:
Ar=Ap
[Amax'Ao

] x 100 . Onde A, é a quantidade de ligagGes peptidicas clivadas no tempo t.
A, é a quantidade de aminoacido presente no substrato original. A__ € a quantidade
de aminoacidos presentes na amostra original obtidos apés hidrélise acida (HCI 6 M a
100 °C durante 24 horas).

A atividade quelante de ferro foi realizada de acordo com a metodologia descrita
em Sanchez-Vioque et al. (2012) com modificagcbes, empregando 125 pL dos
hidrolisados, misturados a 0,5 mL de tampao acetato de sédio (0,1 MepH4,9)ea 12,5
pL de solucao Fe?* (2 mM). Apés 30 minutos de incubacao, foi adicionado 50 yL de
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solucéo ferrozina (5mM), e decorrido mais 30 minutos foi realizado leitura em 562 nm
(CARTER, 1971), em espectrofotdmetro. A atividade quelante de cobre foi realizada
de acordo com a metodologia descrita Saiga et al. (2003) com modificacdes, em que
0,5 mL de tampéo acetato de sbdio (pH 6,0, 50 mM) misturado a 12,5 yL de solucao
de CuSO, (5mM) e 125 plL do hidrolisado. Essa mistura foi incubada por 30 minutos
e em seguida adicionado 12,5 pL da solucéo de violeta de pirocatecol (4mM), apos
mais 30 minutos de incubacgéo, a mistura foi lida a 632 nm em espectrofotébmetro. Para
ambas as atividades o controle negativo foi realizado com agua ao invés da amostra,
o controle positivo foi realizado com solugcéo de EDTA a 0,045%, a porcentagem de
inibicéo foi determinada de acordo com a equagao:

A role —A mostr
Atividade quelante (%) = Acontrol Amostra ) * 100

ACuntrule

O ensaio de eliminagdo do radical hidroxila foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Li et al. (2008) com modificacbes propostas por Pownall et al.
(2010). Foram homogeneizados 50uL da amostra contendo os diferentes hidrolisados,
50 pyL de 1,10-fenantrolina (3 mM) dissolvido em tampao fosfato de sédio (0,1 M,
pH 7,4), 50 pL de FeSO, (3 mM) e 30 pL de tampéo fosfato de sodio (0,2 M, pH
7,4) em microplacas de 96 pocos de poliestireno (Corning®, Tewksbury, MA). Ap6s
5 minutos, 50 pL de H,0, (0,01%) foi adicionado para iniciar a reagéo de eliminagéo.
A mistura reacional foi incubada por 1 h a 37 °C, a absorbancia foi mensurada a 536
nm empregando leitor de microplaca. A atividade de eliminagédo do radical hidroxila foi
calculado de acordo com a equacéo:

A —A
Atividade quelante do radical 0H™ (%) = ( Amostra Degradada ) x 100

nio degradada — ADegradada

Onde, os grupos degradados contém todos dos reagentes envolvidos na reacao,
exceto pelo uso de agua substituida pela amostra. O grupo néo-degradado possui
as solugdes da amostra do grupo degradado exceto pelo uso de agua substituindo o
H,O.,.

A atividade de eliminagdo do radical superoxido foi determinada de acordo
com o método descrito por Pownall et al. (2010), com modifica¢cdes, no qual foram
empregados 80 pL das amostras hidrolisadas e misturadas a 80 yL de tampao Tris-
HCI-EDTA 50 mM (pH 8,3 contendo 1 mM de EDTA). A mistura reacional foi incubada
a 25 °C por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 40 L de solu¢ao de pirogalol
1,5 mM, empregou-se tampédo Tris-HCI-EDTA como controle. A absorbancia foi
determinada a 420 nm por 4 minutos. A capacidade de eliminagéo do radical superdxido
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foi quantificada de acordo com a equacéo:

Atividade de elimina¢do do anion superoxido (%)

_ AAContr oiexmin - AAAmostm /min « 100

AAContrale /min

Na qual, A /min representa a absorbancia por minuto da solugé&o controle

controle

contendo pirogalol e tampéo, e A /min representa a absorbéncia por minuto da

amostra
amostra.

O efeito de eliminacédo das amostras frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrasil) foi determinado de acordo com a metodologia previamente descrita por
Yen e Chen (1995), modificada por Li et al. (2008). A mistura reacional consistiu em
100 pL da amostra contendo os hidrolisados e 100 pL de solugao etandlica de DPPH
0,16 mM. A reacéo foi incubada por 30 min no escuro, e a absorbéncia mensurada a

517 nm. A habilidade de eliminagéo do radical DPPH foi calculado usando a equagéo:

A — A
Eliminacido do radical DPPH (%) = [1 — ( amostra amostra bmn“’)] * 100
AConErole

Onde, o A
amostra sem o DPPH e A

€ a absorbancia das amostras, A € a absorbéancia da

amostra amostra branca

wonroie © @ absorbancia do controle (solugédo de DPPH sem
amostra).

O ensaio de atividade antioxidante envolveu a eliminacdo do radical cation
ABTS++, gerado a partir da oxidagéo de 2,2’ - azinobis - 3 - etilbenzotiazolina - 6 -
acido sulfénico (ABTS) 7 mM com persulfato de potassio 2,45 mm pré-incubados ao
abrigo da luz por 12-16 horas antes da utilizacdo. A solucao ABTS+- foi ajustada para
absorbancia de 0,70+0,02 a 734 nm em espectrofotometro, por diluicdo em tampao
fosfato 5 mM, sendo realizado de acordo com metodologia descrita por Re et al. (1999),
modificada por Chang et al. (2013). Uma aliquota de 50 pyL da amostra foi misturada a
950 pL da solugdo diluida de ABTS+, a mistura reacional foi incubada por 10 minutos a
abrigo da luz a temperatura ambiente (24 °C). A absorbéncia da reacéo foi mensurada
a 734 nm e a atividade de eliminacéo do radical ABTS foi calculada de acordo com a
equacao:

A —A
Efeito de eliminacio do radical ABTS (%) = [( Controle  amostra )] * 100
AContmie

Onde, o A
controle negativo empregando agua destilada.

€ a absorbancia das amostras, e A é a absorbancia do

amostra controle

Por fim, para realizacdo da analise estatistica, os parametros foram analisados
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em triplicata e os dados expressos em média. Diferengas significativas entre as
visceras submetidas a diferentes tratamentos enzimaticos e tempo de hidrélise foram
obtidas através da avaliacao de diferencas entre as médias empregando-se o teste de
comparacao multiplas de Tukey utilizado o software SISVAR, verséao 5.6, DEX-UFLA
(FERREIRA, 2014).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a andlise dos resultados do grau de hidrolise das visceras bovinas coragao,
figado e pulméao, submetidas a acéo de duas enzimas pepsina e tripsina, é possivel
constatar que a média de hidrélise para a pepsina foi de 18,43%, ja para a tripsina
a hidrélise se mostrou mais eficaz alcancando uma média de grau de hidrolise de
63,96%. Os tratamentos que alcancaram maior hidrélise pelo emprego da pepsina
foram 1 (28,17%), 2 (41,32%), 4 (25,11) e 5 (22,70%) néo diferindo estatisticamente
entre si (p<0,05). Por sua vez, os hidrolisados gerados pela acao da tripsina sobre
as visceras que apresentaram maiores valores de grau de hidrélise foram os ensaios
3 (72,66%), 5 (74,47%), 8 e 10 (ambos com 100%) ndo sendo verificada diferenca
estatisticamente relevante entre eles (p<0,05).

Os resultados obtidos com a hidrélise de visceras bovinas nesta pesquisa se
mostram semelhantes aos dados encontrados por Ramirez et al. (2016), nos quais
obtiveram os valores maximos de grau de hidrélise de 5,25%, 22,22% e 23,83% a partir
da hidrélise enzimatica de visceras de pescado empregando pepsina, pancreatina e a
associacao das duas, respectivamente, durante 390 minutos.

Na figura de superficie de resposta para a hidrolise das visceras pela pepsina
(Figura 1A), é possivel constatar que os tratamentos que apresentam a melhor
combinacao de tempo de hidrolise e propor¢cdo enzima:substrato para potencializar
o grau de hidrélise séo aqueles que possuem um tempo de hidrolise entre 180 a 220
minutos, e propor¢cao enzima:substrato (volume/volume) de 0,005 a 0,025. Demonstra
uma baixa eficiéncia enzimatica na hidrélise destes bioprodutos. Por outro lado, o
gréafico de superficie resposta para os hidrolisados da tripsina (Figura 1B), apresenta
uma configuracao diferente, na qual a capacidade hidrolitica das enzimas néo € afetada
pelo tempo de exposicao destas ao substrato.
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Figura 1. Superficie de resposta da relacao entre o tempo de hidrélise e proporcéao

enzima:substrato (E:S) para obtencao do grau de hidrélise das visceras submetidas a hidrélise

enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

A atividade de quelacéo de cobre pelos hidrolisados esta representada na tabela
2. A acao da pepsina sobre as visceras bovinas resultou na obtencéo de hidrolisados
com consideravel atividade de quelacao deste ion, com média de quelacao de 51,03%.
Os tratamentos que resultaram em hidrolisados com maior capacidade quelante foram
1,2, 4,6,7,8,9 e 10, ndo sendo verificada diferenca estatisticamente significativa
entre eles (p<0,05). No entanto, os hidrolisados obtidos pela atividade da tripsina nao
apresentaram quelagao de cobre significativa, quando comparados com os hidrolisados
gerados pela acdo da pepsina. Os produtos da hidrélise da tripsina apresentaram
uma média de quelacéo de cobre de 17,77%, sendo o tratamento 7 (120 minutos de
hidrélise e relacéo enzima:substrato de 1:112) o que alcangou a maior porcentagem de
quelacao. No entanto, os tratamentos de 1 a 9 ndo diferiram estatisticamente (p>0,05).

Quelacgéo de ions de cobre (%)

Quelacgéao de ions de ferro (%)

Tratamento Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina

1 7,51 £5,27% 50,83 + 4,70% 71,70 + 6,022 62,74 + 8,702

2 12,26 £5,27% 43,04 +4,70%® 83,38 + 6,02 60,17 + 8,702

3 27,28 + 5,27 28,73 4,702 61,30 + 6,022 65,73 £ 8,702

4 19,95 + 5,272 63,02 + 4,70b 82,84 + 6,022 51,60 + 8,702

5 8,38 + 5,27 28,48 + 4,702 73,20 + 6,02% 38,93 + 8,702

6 28,63 +5,27° 47,83 + 4,70% 94,38 + 6,02° 43,17 + 8,702

7 30,18 +5,27° 60,17+ 4,70° 81,81 + 6,02 47,70 + 8,702

8 27,96 + 5,27% 65,52 + 4,70° 82,95 + 6,02% 45,46 + 8,702

9 13,90 + 5,272 62,67 +4,70° 71,00 + 6,022 48,34 + 8,702

10 1,70 £ 5,272 60,02 + 4,70° 71,84 + 6,02 53,59 + 8,702

Média 17,77 £ 5,27 51,03 +4,70 77,44 +6,02 51,74 £ 8,70
CV 1 (%) 15,96 51,34 29,13 13,46
CV 2 (%) 33,15 68,61 14,12 3,38

Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padrao. Médias indicadas por letras
iguais na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5%. CV 1: coeficiente de variacao dos
ensaios. CV 2: coeficiente de variacdo das enzimas.
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Tabela 2. Atividade quelante de ions de cobre e ferro dos hidrolisados das visceras bovinas
obtidos por hidrélise enzimatica.

De acordo com Saiga et al. (2003) a capacidade de se ligar a ions metalicos
(Fe?* e Cu?) dos peptideos, assim como das proteinas, baseia-se na presenca de
aminoacidos de carater acido (grupamento carboxila em sua cadeia ramificada) e basico
(grupamento amino em sua cadeia ramificada) na sua estrutura. Os resultados sobre
a atividade de quelacao de Cu2+ pelos hidrolisados de visceras bovinas corroboram
os de Liu et al. (2010) que identificaram uma expressiva capacidade quelante de Cu?*
pelos hidrolisados de proteinas do plasma suino obtidos pela hidrélise da alcalase,
onde a atividade quelante aumenta de acordo com o grau de hidrélise, oscilando de
24,23% de quelagcdo com 6,2% de hidrélise para 44,45% com 17,6% de hidrdlise,
justificado pela maior liberagao de peptideos com aminoacidos basicos e acidos.

Na figura 2A é possivel observar a superficie resposta para quelagao de cobre
pela associagdo do tempo de hidrélise da pepsina sobre as visceras e a relacéo
enzima:substrato, que demonstra a alta eficiéncia desta enzima na obtencdo de
hidrolisados com capacidade quelante de cobre. Por conseguinte, a figura 2B possui
a relacao entre o tempo de hidrélise da tripsina e a propor¢cado enzima:substrato na
obtencéo de hidrolisados com capacidade de quelar ions de cobre, revelando um menor
potencial biotecnolégico desta enzima para a geragdo de hidrolisados queladores
deste ion a partir de visceras bovinas.
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A. Quelagao de cobre pelos hidrolisados da pepsina; B. quelagéo de cobre pelos hidrolisados
da tripsina; C. quelacgéo de ferro pelos hidrolisados da pepsina; D. quelagao de ferro pelos
hidrolisados da tripsina.
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Figura 2. Superficie de resposta da relacdo entre o tempo de hidrélise e propor¢éao
enzima:substrato (E:S) para a quelacao de ions metalicos pelos hidrolisados oriundos da acao
da enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

Quanto a atividade de quelacéo de ions de ferro, os hidrolisados obtidos pela
acao das duas enzimas gastrointestinais (pepsina e tripsina) sobre as visceras bovinas
demonstraram apreciaveis porcentagens de quelacédo desse ion (Tabela 3). A média
de quelacéo de ferro pelos hidrolisados da tripsina foi de 77,44%, sendo observada
diferenca significativa apenas entre o tratamento 3 (180 minutos de hidrélise e relagdo
de enzima:substrato de 1:90), com a menor capacidade quelante de 61,30% , € 0
tratamento 6 (205 minutos de hidrélise e relagcdo de enzima:substrato de 1:60), que
apresentou maior atividade quelante de ferro de 94,38%. Por sua vez, os hidrolisados
da pepsina apresentaram média de 51,74% de quelacéo de ions ferrosos, néo sendo
verificada diferenga estatisticamente relevante entre os tratamentos. Desta forma, como
os hidrolisados da pepsina n&o apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos para a atividade de quelagao de ferro, o tratamento que apresenta
melhor custo beneficio € o 2 (60 minutos de hidrélise e relagédo enzima:substrato de
1:30) ja que possui uma pequena relagcado enzima:substrato associado a um menor
tempo de hidrélise.

Esses dados corroboram a pesquisa de Yi et al. (2017) no qual a partir da hidrélise
enzimatica da pele de carpa-do-limo (Ctenopharyngodon idella) encontraram uma
capacidade que quelacéo de ferro de 40% e 60% para os hidrolisados obtidos pela
acao associada de colagenase e tripsina por 20,4 horas e 21,9 horas, respectivamente,
e de 95% para os hidrolisados gerados pela alcalase® por 1,6 horas. De forma menos
expressiva quanto a quelacéo de ferro, WU et al. (2017) através da hidrolise enzimatica
da gelatina de bacalhau do Pacifico, identificaram uma capacidade de quelagéao
deste ion de 12%, 6% e 9% para os hidrolisados obtidos da protedlise da tripsina,
alcalase e flavoenzima, respectivamente, por 120 minutos em condi¢des 6timas para
cada enzima. Outros autores como Jamdar et al. (2010) e Thiansilakul et al. (2007)
identificaram alta capacidade de quelacdo de Fe?* em hidrolisados de proteinas do
amendoim obtidos pela atividade da alcalase e hidrolisados de proteinas musculares
de peixes (Decapterusm urussi), respectivamente.

Afigura 2C contém a superficie resposta para a quelacéo de ferro pela associacéao
do tempo de hidrolise da pepsina sobre as visceras bovinas com a proporcao
enzima:substrato de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22,
onde é possivel visualizar que os hidrolisados com maior capacidade quelante para
esse ion sao aqueles obtidos por uma combinacéo de relacéo [E]:[S] entre 0,015 a
0,035 com tempo de hidrélise entre 80 a 160 minutos. Ja em relacéo aos hidrolisados
da tripsina (Figura 2D), é possivel observar que a maior capacidade quelante de ferro
ocorre por hidrolisado obtidos por uma juncéo de baixa relagao [E]:[S] (100.5 a 101.5)
e tempos de hidrolise reduzidos (20 a 80 minutos), o que revela um baixo custo-
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beneficio para obtencao de bioprodutos com acéo antioxidante de quelacao de ferro
pelo emprego da tripsina sobre as visceras bovinas.

Analisando a capacidade dos hidrolisados em eliminar os radicais hidroxila e
superoéxido in vitro (Tabela 4), foi constatado que esses bioprodutos obtidos da hidrélise
enzimatica de visceras bovinas empregando diferentes relagdes enzima:substrato e
tempos de exposicao as enzimas apresentam alta capacidade de eliminag¢ao do radical
hidroxila, em todas as condi¢cbes aplicadas (exceto no tratamento 5 da tripsina no
qual foi empregado 35 minutos de hidrélise e uma relagdo enzima:substrato de 1:60),
obtendo uma média de eliminacdo de 100% para os hidrolisados da pepsina e de
95,95% para os hidrolisados da pepsina, ndao apresentando diferenca estatisticamente
relevante (p<0,05) entre as enzimas. Apesar de uma menor taxa de eliminacdo do
radical superdxido quando comparados ao radical hidroxila, os hidrolisados se
mostraram eficientes na eliminacdo desse radical livre, sendo observado uma média
de eliminagcdo de 81,02% para os hidrolisados da tripsina e de 65,43% para 0s
bioprodutos gerados pela acéo da pepsina.

Eliminagcéo do radical hidroxila (%) Eliminacao do radical superdxido (%)

Tratamento Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina
1 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 84,9 +4,04 61,73 £+14,92
2 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 78,92 £1,61 65,51 +6,77
3 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 78,18 +2,63 62,63 + 2,70
4 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 76,98 + 1,37 43,64 +£10,29
5 59,56 +10,15 100,0 + 0,00 72,94 +2,02 78,62 + 11,64
6 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 79,67 + 3,76 70,25 + 11,35
7 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 84,15 +£2,02 49,48 + 27,06
8 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 81,76 £1,12 76,83 + 22,99
9 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 87,59 £2,07 75,93 +£ 15,98
10 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 85,05 + 0,52 65,62 +16,07
Média 95,95 + 12,80 100,0 + 0,00 81,02 +4,48 65,43 + 11,57

Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padréo.

Tabela 3. Atividade de eliminagé&o de radicais livres in vitro pelos hidrolisados das visceras
bovinas obtidos por hidrélise enzimatica.

A figura 3A contém o grafico de superficie resposta para a eliminagao do radical
superoxido pelos hidrolisados da tripsina, onde € possivel visualizar que os hidrolisados
com maior capacidade eliminac&o para esse radical séo aqueles obtidos pelos ensaios
com alta relagéo enzima:substrato, ndo sendo relevante o tempo de hidrdlise.
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Figura 3. Superficie de resposta da relacao entre o tempo de hidrélise e propor¢céao
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminagcéo dos radicais livres pelos hidrolisados
oriundos da agao da enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado
22,

A. eliminagéo do radical superéxido pelos hidrolisados oriundos da agéo tripsina; B. eliminagéo do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da acao da pepsina; C. eliminacéo do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrasil) pelos hidrolisados oriundos da agéo da tripsina.

Outrossim, os dados das taxas de eliminacdo dos radicais DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrasil) e ABTS++ (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) estao
listados na tabela 5. Foi constatado que os hidrolisados da pepsina possuem maior
capacidade de eliminacédo do radical DPPH em comparagdo com os da tripsina,
sendo uma média de eliminacdo de 78,68% e 68,74%, respectivamente. Apenas 0s
tratamentos 2 (60 minutos de hidrélise e relacao [E]:[S] de 1:30) e 6 (205 minutos
de hidrolise e relacao [E]:[S] de 1:60) da tripsina e o tratamento 3 (180 minutos de
hidrélise e relacao [E]:[S] de 1:80) da pepsina ndo apresentaram poder de eliminacéo
para esse radical. Por outro lado, os bioprodutos gerados pela acdo da tripsina
demonstraram maior eficiéncia de eliminacao do radical ABTS (97,88% de eliminacao)
em comparacao aos hidrolisados da pepsina (94,51% de eliminacéo). Sendo que 0s
tratamentos 3, 7, 8, 9 e 10 da tripsina apresentaram maximo poder de eliminagdo do
radical ABTS in vitro.
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Eliminac&o do radical DPPH (%)

Eliminacao do radical ABTS (%)

Tratamento Tripsina Pepsina Tripsina Pepsina
1 38,51 +7,83 78,98 + 33,49 96,75 + 0,77 95,65 + 0,24
2 0,00 + 0,00 22,83 +9,37 96,75 +0,97 93,63 + 2,81
3 100,00 + 0,00 0,00 + 0,00 100,00 + 0,00 90,52 + 0,26
4 100,00 + 0,00 56,25 + 6,55 99,32 + 0,06 92,30 +0,10
5 84,07 +7,63 80,12 +7,82 87,06 +4,17 98,39 + 0,30
6 0,00 + 0,00 76,49 + 9,04 98,97 +0,18 93,36 + 0,06
7 96,11 + 27,69 76,60 + 7,30 100,00 + 0,00 97,60 + 0,26
8 89,05 +12,72 73,27 +5,98 100,00 + 0,00 92,37 +0,76
9 94,55 + 27,10 68,71 +6,98 100,00 + 0,00 95,38 + 0,62
10 85,11 + 32,78 70,26 + 6,47 100,00 + 0,00 95,86 + 0,93
Média 68,74 + 40,34 78,98 + 33,43 97,88 + 4,02 94,51 +2,50

Os resultados representam a média das triplicatas e seu respectivo desvio padrao.

Tabela 4. Atividade de eliminagéo de radicais livres pelos hidrolisados das visceras bovinas
obtidos por hidrolise enzimatica.

Os grafico de superficie resposta para a eliminacdo do radical DPPH pelos
hidrolisados da pepsina e tripsina de acordo com o planejamento composto central
rotacionado 22 (Figuras 3B e 3C, respectivamente), demonstram que os hidrolisados
da pepsina que associam elevada relacdo [E]:[S] com prolongado tempo de hidrélise e
baixa relacao [E]:[S] com tempo de hidrélise reduzido, apresentam menor capacidade
de eliminacdo desse radical. Em contrapartida, os hidrolisado da tripsina que
apresentam associacdes de menor relagao [E]:[S] com tempo de hidrélise reduzido e
elevada relacao [E]:[S] com tempo de hidrélise aumentado sdo os que demonstraram
menor eficiéncia como agentes antioxidantes para a eliminagéo do radical DPPH.

As figuras 4A e 4B contém a superficie resposta da acdo antioxidante de
eliminacéo do radical ABTS dos hidrolisados da pepsina e tripsina, por essa ordem.
E possivel atestar que os hidrolisados da pepsina que apresentam maior capacidade
antioxidante para esse radical sdo aqueles obtidos pelos ensaios do planeamento
composto central rotacionado 22 que associam relagcdes enzima:substrato medianas
(0,015 a0,030) com tempos de hidrélise entre 80 e 160 minutos. Ja para os hidrolisados
da tripsina, aqueles gerados pela associacéo de altas relagdes enzima:substrato com
duradouros tempos de hidrélise (180 a 220 minutos) apresentam maior poder de
eliminacdo do radical ABTS.
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Figura 4. Superficie de resposta da relagdo entre o tempo de hidr6lise e proporgao
enzima:substrato (E:S) para a atividade de eliminagédo do radical ABTS pelos hidrolisados
oriundos da agéo enzimatica de acordo com o planejamento composto central rotacionado 22.

41 CONCLUSOES

Com os resultados da pesquisa € possivel constatar o potencial biotecnolégico
dos hidrolisados das visceras bovinas (coracéo, figado e pulmao), sendo uma fonte
de peptideos bioativos com atividade antioxidante de quelagdo de ions metalicos
(ferro e cobre) e de eliminacédo de radicais livres (hidroxila, superdxido, DPPH e ABTS)
in vitro. A utilizacdo das enzimas comerciais pepsina e tripsina se mostra eficaz na
obtencéo de peptideos com capacidade antioxidante a partir de materiais de descarte
em abatedouros (visceras bovinas) e as relagdes enzima:substrato utilizadas no
planejamento composto central rotacionado 22 se mostram igualmente efetivas na
liberacao por hidrélise destes bioprodutos, apresentando uma favoravel relacao custo-
beneficio. Os hidrolisados da pepsina, apesar de apresentarem um menor grau de
hidrélise se comparados aos da tripsina, apresentam maior atividade antioxidante de
quelacao de cobre e eliminagao do radical DPPH. Por sua vez, os hidrolisados obtidos
da acdo proteolitica da tripsina, que se mostra a enzima mais eficaz na hidrélise das
visceras, revelam um maior poder de quelacdo de ions de ferro e eliminagdo dos
radicais superéxido e ABTS. No que concerne a eliminagao do radical hidroxila, os
hidrolisados de ambas as enzimas apresentam boa eficiéncia antioxidante para essa
atividade. Desta forma, o hidrolisados de visceras bovinas demonstram potencial
biotecnoldgico de se tornarem agentes antioxidantes de uso comercial passiveis de
serem utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e quimica.
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RESUMO: A espécie Chrysomya megacephala
(Diptera: Calliphoridae) popularmente
conhecida como mosca varejeira, possui grande
importancia médico-veterinéaria, pois € vetor de
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(DIPTERA: CALLIPHORIDAE)

inUmeras doencas para humanos e animais.
Essas moscas possuem habitos sinantroficos,
permitindo sua rapida proliferagcao em diferentes
pois apresentam consideravel
resisténcia a alteragdes ambientais. Devido a
essas caracteristicas, é fundamental o controle
deste inseto, buscando o controle alternativo
para substituir compostos quimicos por naturais.
O 6leo de neem é uma destas alternativas, pois,
de acordo com pesquisas possui alto potencial
de controle de diversos insetos, inclusive C.
megacephala. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo a aplicacdo do Oleo de
neem em diferentes concentragcbes (1%, 2%,
4% e 10%) sobre larvas em primeiro instar de
C. megacephala. A concentracdo com maior
indicativo de mortalidade, tanto em larvas como
pupas foi a de 10%, com eficiéncia de 12,5%
e 37% respectivamente. Analisando o modo
de aplicacdo do Oleo de neem, foi observado
que este causou efeito na sobrevivéncia para
esta espécie, considerando que registrou
elevada taxa de sobreviventes nos tratamentos
contendo o composto, em contraste com o
grupo controle. O 6leo de neem nao foi eficiente
no controle de C. megacephala submergindo as
larvas nas diluicbes por dois minutos.
PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo;
azadiractina; insetos; bioinseticida.

ambientes,
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ABSTRACT: The Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae), commonly known
as blowfly, have great medical-veterinary importance, vectoring various diseases to
human and animals. These blowflies are synanthropic, enable rapid proliferation in
different environmental since have resistance to environmental alterations. Owing to
these characteristics, the insect control is necessary, seeking out the alternative control
to substitute to replace chemical compounds with natural ones. The neem extract is
one of those alternatives because, according to research, it has a high potential for
controlling various insects, including C. megacephala. Thus, the present work aimed to
apply neem oil in different concentrations (1%, 2%, 4% and 10%) on larvae in the first
instar of C. megacephala . The concentration with higher mortality of larvae and pupae
was the 10%, with 12,5% and 37% of efficiency, respectively. Analyzing the mode of
application of neem oil, it was observed that it caused an effect on survival for this
species, considering that it registered a high rate of survivors in treatments containing
the compound, in contrast to the control group. Neem oil was not efficient in controlling
C. megacephala by submerging the larvae in dilutions for two minutes. Analyzing the
application of neem oil, it was observed that it caused an effect on survival for this
species, considering that it registered a high rate of survivors in treatments containing
the compound, in contrast to the control group. Neem oil was not efficient in controlling
C. megacephala by submerging the larvae in dilutions for two minutes.

KEYWORDS: Alternative control; azadiractin; insects; bioinsecticide.

INTRODUGCAO

Alguns dipteros sao considerados de grande importancia médico-veterinaria
por serem vetores de inUmeras doencas (enterovirus, bactérias entéricas, esporos
de fungos, cistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos), as larvas de algumas
espécies sdo consideradas pragas na pecuaria e podem causar miiase em animais
e humanos (MELLO, 2007). Em contrapartida, possuem importante papel na
decomposicdo de matéria organica, terapia larval e entomologia forense (GOMES,
VON ZUBEN, SANCHES, 2003).

O género Chrysomya utiliza diversas fontes para se alimentar, possui facil
adaptacao as alteragcdes ambientais e tem adquirido habito de frequentar locais como,
depositos de lixo a céu aberto, aterro sanitario e carcagas de animais, caracteristicas
estas que facilitam seu desenvolvimento em diferentes ambientes (LIMA, LUZ, 1991).

Uma das espécies da familia Calliphoridae € a Chrysomya megacephala
(Fabricius, 1794) (mosca varejeira) que atua como inseto sinantrépico (CARVALHO
et al, 2004; WELLS, 1991), ou seja, aprendeu a conviver com a sociedade e sao
transmissores de doencas. Foi observado que os adultos de C. megacephala
transmitem mais patdbgenos que a mosca domeéstica (Prefeitura Municipal de Sao
Paulo, 2018; MEHDI et. al, 2018)

Devido ao aumento populacional e a maior quantidade de residuos gerados,
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contribuiram para aumentar a quantidade de moscas, por isso vem se tornando
necessario um controle desses insetos, de maneira segura, sem agressao a
biodiversidade, de acordo com a cultura local, sem torna-los resistentes ao controle e
com a menor geracao de residuos toxicos possiveis (AXTELL, 1981).

Aaplicacao de controle de pragas visando maior consciéncia ambiental é chamada
de controle biolégico, esse foi substituido por substéncias quimicas apds 1940, com a
descoberta dos inseticidas, porém, sua elevada toxicidade vem acarretando resisténcia
nos insetos. Diante disso o controle biolégico vem ganhando novamente maior
aplicabilidade, ja que seu objetivo é controlar pragas com utilizacédo de predadores,
parasitoides, patdgenos e compostos naturais (LEGNER & POORBAUGH, 1972).

Uma das maneiras de controle alternativo € a utilizacdo de compostos organicos,
tendo como exemplo uma arvore da familia Meliaceae, 0 neem (Azadirachta indica
A. Juss), proveniente da india, a qual possui ampla aplicabilidade sendo utilizada ha
muito tempo, desde controle de insetos pragas, fungos, bactérias, medicina humana e
animal até a fabricagao de cosméticos, reflorestamento e paisagismo. Nos dias de hoje
existem compostos quimicos ativos que atuam sobre mais de 200 espécies de insetos.
Pesquisas esclarecem que produtos de origem natural sdo muito mais seguros que
outros de origem sintética, que por sua vez sao utilizados em maior quantidade no
controle de insetos, podendo ser altamente téxicos para mamiferos (JUNIOR, 2003).

Oneem possuicomo principala¢ao afagoinibicéo, sendo asubstanciaazadiractina,
responsavel por inibir a alimentacdo dos insetos, afeta o desenvolvimento larval,
interfere na regulagcdo hormonal, responsavel pela metamorfose dos insetos jovens,
prejudicando assim na reproducéo dos adultos e estudos registram modificacbes no
desenvolvimento de ovos (JUNIOR, 2003).

O controle de C. megacephala € importante e necessario ja que essa espécie
possui relevante interesse médico-veterinario, pois sao vetores de diferentes agentes
patogénicos. Desta forma este trabalho podera fornecer subsidios que auxiliem na
identificacdo e comprovacédo da eficiéncia de um método alternativo de controle,
utilizando um composto bioativo extraido naturalmente de uma planta.

Visando a maior seguranga da populacdo e animais, evitando a contaminagéo
com patologias, cujas moscas sao transmissoras, tendo em vista a necessidade da
minimizacé&o do uso de pesticidas, sem causar prejuizo a biodiversidade, o presente
trabalho teve como objetivo analisar em condigbes laboratoriais a efetividade e
alteracdes morfolégicas causadas pelo 6leo de neem em larvas de C. megacephala,
através de tratamento por imerséo das larvas em primeiro instar durante trés dias.
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MATERIAIS E METODOS
Insetos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Controle Bioldgico, Morfologia e
Citogenética de Insetos, do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia
Celular, da Universidade Estadual de Maringa (UEM), Campus Maringa, PR.

As moscas da espécie C. megacephala foram adquiridas da criacao existente
no laboratorio, capturadas no entorno da Universidade Estadual de Maringa (UEM),
municipio de Maringd/PR, (Latitude: 23°25°S; Longitude: 51°57°'W e Altitude de 596
metros) com iscas de carne sendo criadas e mantidas em laboratério (CALEFFE et.
al, 2015).

Os imaturos foram mantidos em potes de polipropileno de 500 mL e alimentados
com dieta artificial (10 g de leite em pd, 10 g de levedo de cerveja, 0,8 g de &gar,
0,5 g de caseina e 0,2 g de nipagin (Leal et al., 1982), diluidos em 100 mL de agua
destilada). Ao atingirem estagio de pupa foram dispostos em pote de polipropileno de
250 mL.

Os adultos de C. megacephala foram mantidos em recipientes de plastico
transparente (24 cm x 33 cm x 27,5 cm) e alimentados com dieta artificial em placa de
Petri contendo, 8 g de leite em p0, 8 g de levedo de cerveja e 8 g de agucar (GARCIA,
1993) e outra placa de Petri com algodéo e agua destilada visando manter umidade
no ambiente.

Oleo de Neem

O 6leo de neem utilizado foi o Naturalneem Original emulsificado, fabricado pela
empresa Base Fertil Agroneg6cios LTDA ME, com 2000 ppm de azadiractina e 98% de
pureza, garantido pelo fabricante com registro no Ministério da Saude n° 3.4191.0002 —
Aut. Funcionamento MS 3.04191-1. O fabricante do Naturalneem recomenda a dilui¢do
a 1% utilizando 10 mL do produto em 1 litro de agua, portanto, para as concentracoes
de 1%, 2%, 4% e 10% foram pipetados 1 mL, 2 mL, 4 mL e 10 mL respectivamente
na proveta de 100 mL, e completando com agua destilada. A concentracdo em ppm
das diluicbes correspondem a 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm, 200 ppm para 1%, 2%, 4% e
10% respectivamente

Bioensaios com as larvas

ApoOs a ecloséo dos ovos, foram retiradas as larvas de primeiro instar e submetidas
aos tratamentos. Estes consistiram na imersao das larvas por dois minutos na solugéo
contendo o produto ou em agua para o controle, sendo repetido este procedimento
durante trés dias seguidos. Foram realizados cinco tratamentos (controle, 1%, 2%,
4% e 10%) em triplicata, contendo 15 larvas em cada réplica, totalizando 225 larvas.
Durante todo experimento as larvas permaneceram em BOD com temperatura (26 +
2°C), umidade de 60+10% e fotofase (12:12 D:N).
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Apos 24 horas, foram quantificadas larvas vivas em cada repeticéo. Ao atingirem
estagio de pupa foram transferidas para potes de polipropileno de 250 mL contendo
serragem, vedado por tecido de voal. Foi analisada a emergéncia dos adultos, mantidos
Nno mesmo recipiente das pupas, até sua morte para analise de mortalidade das pupas
e malformagdes.

Para analisar a acdo do neem, levou-se em consideragao a eficiéncia larvicida
e de emergéncia. Para isso foi utilizado a férmula: [(soma das larvas vivas no grupo
controle - soma das larvas vivas no grupo tratado)/ soma das larvas vivas no grupo
controle] X 100, para o célculo de eficiéncia larvicida. E para o calculo da eficacia de
emergéncia de adultos foi aplicado a seguinte formula: [(soma dos adultos emergidos
no grupo controle - soma dos adultos emergidos no grupo tratado) + soma dos adultos
emergidos no grupo controle] X 100 (Fernandes et al., 2010).

Analises estatisticas

Os valores de mortalidade larval e pupal foram submetidos a analise estatistica
utilizando o software Statistica com aplicacao de Anova (p<0,05). A analise da variancia
foi seguida por aplicagao do teste de Tukey para comparacao entre as médias, verificar
a preciséo dos dados e identificar as diferencas entre as concentragcées do Oleo de
neem.

RESULTADOS

Com base na andlise dos dados observaram-se diferencas estatisticas
significativas na mortalidade larval quando utilizou 6leo de neem. A aplicacédo do
teste de Tukey permitiu identificar que a diferenca na mortalidade das larvas se deu
apenas entre os grupos com concentracdes de 1% e 10%. Os restantes dos grupos
nao divergiram estatisticamente entre si na mortalidade de larvas (F= 4.4, p= 0,02) e
pupas (F= 1.2, p= 0.4). A média da mortalidade larval e pupal nos grupos controle e
nos grupos tratados, com as diferentes concentragdes de neem encontram-se listados
na Tabela 1 e Grafico 1, e a eficacia do 6leo de neem contra larvas e pupas esta
apresentada na Tabela 2.

Tratamento Mortalidade larval Mortalidade pupal
Controle 4,33 (£ 1,527)2 1,66 (+0,577)2
1% 1,66 (+ 2,081)3° 1,33 (+1,527)2
2% 2 (1) 2,33 (+2,309 )2
4% 5(=1)2 1,33 (= 1,154)2
10% 5,66 (+ 1,527)2° 3,66 (+1,527)2

Letras iguais nao diferem significativamente (p<0,05).

Tabela 1. Mortalidade larval e pupal de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) expostas a
diferentes concentracdes de 6leo de neem. Valor médio (xdesvio padrdo).
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Grafico 1. Mortalidade larval e pupal de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) expostas a
diferentes concentracdes de 6leo de neem. Valor médio (xdesvio padrdo).

Tratamento Eficiéncia larval (%) Eficiéncia pupal (%)
1% -25 0
2% -22 -18
4% 6,25 3,70
10% 12,5 37

Tabela 2. Eficiéncia do controle larval e pupal de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794)
expostas a diferentes concentracdes de 6leo de neem.

Durante o desenvolvimento do experimento, as larvas do controle, 1%, 2% e 4%
comecaram a abandonar o substrato apés 144 horas para pupacéo, ja as larvas da
concentracao de 10% comecgaram a empupar com 168 horas, ou seja, com 24 horas de
diferenca. Nas 45 larvas de cada concentracéo, foi possivel observar o escurecimento
e possivel melanizacdo em concentracoes de 1% (1 larva) e 10% (3 larvas) (Figura 1).
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Figura 1. Larvas de Chrysomya megacephala com escurecimento e possivel melanizacdo. A)
1% e B) 10%.

Analisando as pupas formadas, a emergéncia de adultos no controle e nos
tratamentos com concentragdesde 1 e 2% iniciaram apés 240 horas de desenvolvimento.
Nos tratamentos com concentracdes de 4 e 10% a emergéncia iniciou-se apds 264
horas, também com 24 horas de diferengca. Foram verificadas malformac¢des nas
pupas submetidas aos tratamentos e na concentracédo de 2% uma pupa apresentou
emergéncia incompleta em um adulto. Nos tratamentos com concentragbes de 1 e
10% somente uma mosca emergiu com asas atrofiadas, enquanto na concentracao
de 4% dois adultos emergidos apresentaram malformacédo, com reducéo corporal,
coloracao escura e asas atrofiadas (Figura 2).

Figura 2. Moscas de Chrysomya megacephala do controle e tratamentos. A) controle, B) 1%,
C) 2%, D) 4% e E) 10%. Em A mosca normal, B, C, D e E moscas com asas atrofiadas, C
moscas com emergéncia incompleta e em D moscas com redugéo corporal, coloragcdo escura e
desenvolvimento incompleto.
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DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos e segundo Roel (2000), os efeitos de
tratamento em insetos estéo sujeitos a dosagem, e no presente trabalho a mortalidade
e os efeitos também aumentaram a medida que se aumentaram as concentracdes de
neem, mesmo que em baixa quantidade. Em todos os tratamentos foram observadas
malformacgdes ou alteragcbes no desenvolvimento, como, escurecimento e possivel
melanizacao de larvas. Em adultos ocorreram expansdes incompletas das asas, corpo
reduzido, emergéncia incompleta e reducao da emergéncia das moscas. O mesmo
resultado foi obtido por Deleito e Borja (2008), ap0s pulverizacdo em pupas de C.
megacephala com diferentes concentragdes de 6leo de neem (0,2%; 0,3%; 0,4%;
0,5% e 0,6%) e Mehdi et al. (2018), ap6s pulverizacdo em larvas do segundo instar de
C. megacephala com diferentes concentracdes de 6leo de neem (0,3, 0,6 e 1 mL/L).
Uma explicacéo para esses efeitos, segundo Garcia (2001), seria a acao exercida pela
azadiractina, um dos principais componentes bioativos do neem, que afeta o controle
de hormdnios nos insetos. A metamorfose requer a sincronia de varios horménios, por
consequéncia a troca de estagios e formacao de adultos ndo € bem sucedida, gerando
larvas e moscas com malformacgdes (DELEITO e BORJA, 2008).

Com base nos dados obtidos na tabela 1, nota-se que houve maior mortalidade
larval no controle que em 1 e 2%, e maior mortalidade pupal do controle quando
comparados a 1 e 4%. Esse mesmo fato ocorreu durante o experimento de SANTOS
(2013) utilizando progesterona e estrogénio em larvas de C. megacephala e FERRARI
et al. (2008), aplicando testosterona de uso veterinario em imaturos de C. albiceps,
ambos ndo obtiveram uma explicacédo para o ocorrido. Entretanto, ndo descartaram
a hipbétese de que os horménios utilizados possam promover um efeito anabdlico
no desenvolvimento larval, evitando a mortalidade de larvas mesmo em situagoes
laboratoriais controladas (SANTOS, 2013).

Apenas a aplicacao da maior concentracao (10%) de 6leo de neem, foi capaz de
promover controle eficiente larval e pupal consideravel, 12,5% e 37% respectivamente.
Esses resultados estdao de acordo com os obtidos por Fernandes et al., (2010) que,
aplicando neem a concentracao de 10% em Musca domestica, obtiveram controle larval
de 10,2% e 16,9% em dose Unica e em dose diaria respectivamente. Os trabalhos se
opdem na maneira de aplicagao do produto, pois, no estudo em questao a aplicacao
foi por submersao das larvas, durante trés dias seguidos comecando com as larvas em
primeiro instar. Em contrapartida, o autor adicionou éleo de neem a dieta apenas no
primeiro dia em que as larvas atingiram terceiro instar, e em doses diarias a partir do
terceiro instar até a formacéo de pupas. Alinhado ao presente trabalho, Kumarasinghe
et al. (2000) também encontrou dificuldades em controlar o estagio imaturo de C.
megacephala em contato continuo ao extrato de neem.

Contrario ao presente estudo, Deleito e Borja (2008) alcangaram resultados
superiores, com controle de até 95% das pupas. Foi borrifado 6leo de neem em dose
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unica nas concentragdes de 0,2%; 0,3%; 0,4%:; 0,5% e 0,6% nas pupas de moscas das
espécies Lucilia cuprina, C. megacephala, Cochliomyia hominovorax e M. domestica.
Através da pulverizacdo de menor concentracao (0,2%) de 6leo de neem, os autores
obtiveram controle pupal de 40,7% e 23,3% em condi¢cdes de laboratdrio e campo
respectivamente, sendo que no trabalho em questao, para alcangar 37% de eficiéncia
pupal foi preciso utilizar 10% de Oleo de neem, concentragdo consideravelmente mais
elevada.

Siriwattanarungsee et al. (2008) também obtiveram resultados positivos em
relacdo a mortalidade de larvas e pupas de M. doméstica e C. megacephala, aplicando
neem a 0,2% na alimentacéo das larvas em terceiro instar. Os resultados obtidos para
C. megacephala foram de, 16,67% e 24,44% de mortalidade larval em dose unica
e em doses multiplas respectivamente. Ja em larvas de M. doméstica alcangaram
mortalidade de 21,11% e 33,33% em dose Unica e em doses multiplas respectivamente.
O autor também aplicou o produto na dieta das larvas, assim como Fernandes et al.
(2010). Isso sugere que os efeitos podem variar de acordo com o estagio, espécie e
método de exposicao.

Uma possivel explicagdo para a elevada mortalidade de larvas e pupas aplicando
o bioinseticida na dieta é devido ao carater repelente do neem, fazendo com que
as larvas se afastem da dieta ndo se alimentando adequadamente (SAITO, 2004).
Este fator pode ter causado a mortalidade de larvas, e as pupas sobreviventes com
peso inferior podem ser explicadas dado que, as larvas ndo consumiram 0 necessario
de dieta. Outra explicacdo vem de estudos que mostraram a deformacéo das pecas
bucais na ninfa do percevejo verde do sul, Nezara viridula (Linnaeus, 1758), ap0s
exposicao ao extrato de neem incapacitando os insetos de se alimentar, levando a sua
morte (SINGHA et al. 2007).

Mesmo com eficiéncia do controle larval e pupal mais elevada na concentragao de
10%, foi observado que, o extrato neem nao interferiu com a taxa de desenvolvimento
das larvas sobreviventes nos grupos tratados. Ja que em todas as concentragdes, a
taxa de crescimento das larvas foi semelhante a dos controles, atingindo o estagio
pupal em 144 e 168 horas ap0s a eclosao e emergindo em 240 e 264 horas. Esses
valores séo considerados normais, tendo como base o trabalho de De Carvalho et. al
(2012), onde o desenvolvimento larval de C. albiceps e C. putoria teve duracéo de 150
e 157 horas respectivamente, e Siddiki e Zambare (2017) relataram emergéncia de C.
megacephala iniciando-se ap06s 263 horas.

Para explicar a baixa mortalidade no presente trabalho, pode-se citar o trabalho
de Siriwattanarungsee et al. (2008), onde revelaram que as moscas de C. megacephala
possuem mais resisténcia ao bioinseticida neem em comparacdo a outras moscas
como, M. doméstica que apresentou-se com maior sensibilidade ao extrato de neem.
Revelaram também que, a incorporacédo do extrato de neem a dieta das larvas de
C. megacephala e M. domestica, poderia levar a maior inibicdo do crescimento e
fecundidade nas proximas geracdes do que na mortalidade larval e pupal. Portanto,
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pode ser esperado que o controle de C. megacephala utilizando azadiractina apresente
melhores resultados a longo prazo, ou seja, em geracdes futuras, se considerarmos
gue um dos efeitos da azadiractina é a reducéo da fecundidade levando ao bloqueio
do desenvolvimento ovariano, 0 que podera levar a longo prazo a um declinio da
populacéao efetivando o controle da mesma (WEATHERSBEE Il e TANG, 2002).

A toxicidade do neem pode ser ampliada com aplicagdo de combinagdo de
bioinseticidas, contendo outras substéncias ativas, como relatado por Singh et al.
(2007) onde combinaram o neem com a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, contra
as larvas da mariposa H. armigera (Hibner) obtendo melhores resultados.

O 6leo de neem alterou o desenvolvimento de larvas e pupas de C. megacephala,
sendo que o tratamento com a maior concentracao (10%) resultou em maior mortalidade
larval e pupal, quando comparado a concentracdes inferiores (1%, 2% e 4%).
Entretanto ndo apresentou boa eficiéncia para controle do inseto, ja que nao atingiu
mortalidade da metade de larvas e pupas. O produto pode ter causado efeito positivo
na taxa de sobrevivéncia para esta espécie, visto que houve uma quantidade elevada
de sobreviventes nos tratamentos de 1% e 2%, quando comparados com o controle.
O ébleo de neem pode promover inibicdo do crescimento e fecundidade nas geracdes
subsequentes, portanto, € importante investigar os efeitos dos produtos a base de
neem nas futuras geracdes das moscas de C. megacephala, que sobreviverem as
aplicacdes dos tratamentos.
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BABESIOSE EM CAES: ARTIGO DE REVISAO COM
ENFASE SOBRE SEU DIAGNOSTICO
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RESUMO: A babesiose, conhecida como
"doenca do carrapato", & uma patologia
infecciosa causada por protozoarios do género
Babesia spp., que parasitam eritrocitos e os
destrbem. S&o heteroxenos e em cédes seu
vetor mais comum é o carrapato marrom
(Rhipicephalus sanguineus). A babesiose é
uma doenca silenciosa, sendo dividida em nao
complicada ou grave. O animal pode demorar a
apresentar manifestacbes clinicas, tais
como anemia, fadiga, vomitos e hipertermia.
E possivel prevenir a babesiose controlando
infesta¢des por carrapatos, usando acaricidas e
colares especificos, por tempo determinado. A
evolucao da babesiose pode ser aguda e rapida,
sendo necessario um diagnéstico preciso e
eficiente, para que nao haja complicacbes
clinicas. Nao possui predisposicdo por
idade ou sexo de seus hospedeiros. Para o
diagnostico é essencial a realizagéo de exames
complementares, tais como hemograma,
ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR).
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PALAVRAS-CHAVE:
Babesia canis. Riphicephalus sanguineus.

Anemia hemolitica.

INTRODUCAO

A babesiose € uma afeccdo comum,
conhecida popularmente como a “doenca do
carrapato”. Encontrada frequentemente dentro
da rotina clinica veterinaria de importancia
mundial (GREENE et al, 2015a). Os primeiros
relatos de parasitos localizados dentro das

hemacias ocorreram na Africa em 1896,
e o0 primeiro relato de babesiose canina
especificamente ocorreu nos EUA em
1934, cerca de 40 anos depois. (GREENE et
al, 2015b).

Babesia spp. €& um  protozoario

intraeritrocitario pertencente ao filo
apicomplexa (GREENE et al, 2015c), dispde
de um ciclo flexivel, uma vez que pode
demorar dias, meses ou anos até que o animal
demonstre suas manifestagbes clinicas.
Além disso, € dependente das condigdes
nutricionais e imunolbgicas que o animal se
encontra. Devido sua prevaléncia por regides
tropicais e subtropicais é recorrente no Brasil
(BRANDAO,2012a). Foi descrito a variagéo de
mais que 100 espécies e cada uma delas com

sua especificidade de hospedeiros (seja caes,
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gatos, equinos, etc.), séo classificadas de acordo com seu tamanho e considerados
heteréxenos, pois necessitam de um animal vertebrado e um carrapato para completar
seu ciclo (GREENE et al, 2015d).

A babesiose é transmitida através da picada do carrapato infectado com o
parasita. Os carrapatos podem parasitar animais que convivem no mesmo ambiente
como por exemplo em canis e parques de uso coletivo (GREENE et al, 2015e). Quando
nao diagnosticada de forma eficaz pode ocorrer diversas complicacées no quadro
clinico culminado na morte do animal (BRANDAO,2012b; PELCZAR JR et al, 1996).

Para seu diagnostico é necessaria a realizagdo de exames complementares,
especificos. Dentre os exames complementares podemos citar: O hemograma,
que é um exame de triagem, sorolégico e totalmente inespecifico, ELISA, teste
imunoenzimatico que reconhece anticorpos e antigenos, Imunofluorescéncia Indireta
(IFI) um teste que possui antigenos fixados em sua lamina, também sorologico e
guando positivo entra em reacao com os anticorpos do animal e Reagdao em Cadeia
de Polimerase (PCR) que € um técnica dentro da biologia molecular realizada a partir
do DNA do animal (ROCHA, 2013a; SARMA et al, 2019a).

O objetivo desse trabalho foi realizar revisdo bibliografica de carater exploratério
sobre babesiose em caes, com énfase sobre seu diagnostico.

DESENVOLVIMENTO

O trabalho foi realizado através de pesquisas bibliograficas de carater
descritivo. Delineamento foi realizado por meio da documentagao obtida pela revisao
bibliografica em nove artigos cientificos e sete livros que discorriam sobre o tema.
As perspectivas do estudo proposto trouxeram informacdes importantes sobre a
babesiose em cédes com énfase sobre suas possiveis maneiras de diagnostico
proporcionando informacgdes relevantes sobre um tema tdo importante na Medicina
Veterinaria.

Ha relatos de diversas espécies que transmitiram o protozodrio para caes. Entre
sua grande variedade podemos citar principalmente as subespécies B. canis canis
Babesia c. vogeli, Babesia c. rossi (O’ DWYER et al, 2009) e B. gibsoni, ha relatos
também de B. microti, sendo esta muito comum em roedores. Em casos especificos a
babesiose pode acometer humanos, que pode ser facilmente confundida com malaria
(TORTORA et al, 2012; SARMA et al, 2019b; CHECA et al, 2019).

Assim como a variedade de espécies temos variagbes em relagdo aos seus
vetores em sua literatura foi possivel encontrar também outras espécies de carrapatos ja
relatadas que transmite a doencga, sendo a mais encontrada Rhipicephalus sanguineus
(BICHARD,2013a; ARAUJO et al, 2015a), seguida por Rangelia vitalli (SILVA,
2019a) e Dermacentor reticulatus (FOUREI, 2019a). Quando pesquisada B. gibsoni
foi constatada uma variacdo maior em sua forma de transmissado, esta espécie nao

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 5




considera uma unica espécie de carrapato como um vetor competente (GREENE et al,
2015), se diferenciando ainda mais neste quesito.

Quando classificada Babesia canis é considerada grande e piriforme, que pode
ocorrer em pares ou de forma isolada dentro dos eritrdcitos, sendo mais comum quando
encontrado de forma isolada B. gibsoni (GREENE et al, 2015f), de acordo com a fase
em que a infeccdo esta os tamanhos, quantidade e formato variam, tornando-se um
obstaculo maior para alguns tipos de diagnostico (GREENE et al, 2015g).

Um de seus vetores mais comuns € o Rhipicephalus sanguineus, conhecido
popularmente como “carrapato marrom” (BICHARD, 2003b), que possui um ciclo
evolutivo rpido, dividido em quatro fases (ovo, larva, ninfa e adulta). Vivendo no
ambiente apenas em sua fase de ovo (DANTAS, 2010a). O vetor contribui para o ciclo
da Babesia por meio de sua saliva, os esporozoitas do protozoario sao liberados na
corrente sanguinea do animal no momento em que o vetor (carrapato) se alimenta, e
assim quando encontram os eritrécitos do sangue fazem a endocitose dos mesmos,
se reproduzem de forma assexuada e acometem novos eritrécitos (GREENE et al,
2015h).

A babesiose acomete uma larga faixa etaria de animais, ndo tendo preferéncia de
sexo ou idade, podendo acometer desde filhotes até idosos (SILVA, 2019b, GREENE
et al, 2015i). Sendo uma patologia que parasita os glébulos vermelhos do sangue e os
destroi, ocasiona anemia hemolitica regenerativa (BICHARD, 2003c).

As manifestacdes clinicas da babesiose incluem hipertermia, anorexia, apatia,
vomito, hemorragia, anemia, ictericia esplenomegalia e trombocitopenia, que pode
estar ligada com a lesdo hemolitica, em casos graves possuem complicacbées como
insuficiéncia renal aguda, coagulopatia, edema pulmonar, hepatopatia e até mesmo
choque (ROCHA, 2013b; GREENE et al, 2015j).

Para a prevencao do carrapato, importante vetor da doenca, é possivel utilizar
medicamentos acaricidas e colares especificos (FOUREI, 2019b; BEUGNET, 2019a).
E de suma importancia também realizar o controle ambiental do vetor, fazendo o
manejo adequado do ambiente para que minimize a chance do vetor entrar em contato
com novos hospedeiros.

E importante ressaltar que dependendo do acaricida utilizado, para sua prevengao
0 mesmo pode permitir que o vetor parasite o animal sem se alimentar durante até 48h
e ndo haja a transmissao do protozoario, mesmo com este intervalo é importante para
gue ndo ocorra a infecgdo o acaricida ser utilizado com intervalo de 28 dias (BEUGNET,
2019b).

Babesiose pode ser adquirida de maneira horizontal, no ambiente, uma vez que
0s carrapatos passam por sua fase reprodutiva desprendidos de seus hospedeiros
e apos esta fase voltam a ter contato com 0 mesmo ou um novo hospedeiro ou até
mesmo de um animal para outro, por contato, em brigas (DANTAS, 2010b; GREENE
et al, 2015k), existe também a possibilidade do contagio através de transfusdes
sanguineas, por isso € necessario realizar exames complementares, uma vez que 0s
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protozoarios estdo localizados no interior das hemacias (CORREA, 2005).

Seu diagnostico € considerado dificil ja que né&o possui sintoma patognoménico.
A diferenciacédo entre as babesias é realizada de acordo com seus diferentes
tamanhos (ARAUJO et al, 2015b), para um diagnostico se faz necessaria a realizacéo
de exames complementares, dentro da rotina podemos solicitar hemograma, ELISA,
imunofluorescéncia indireta (IFI) ou Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) (ROCHA,
2013c; SARMA et al, 2019c).

Hemograma € um exame comum na rotina, rapido e totalmente inespecifico, que
permite identificar se 0 animal possui algum tipo de anemia, é possivel também realizar
0 exame através do microscopio Optico, apesar de ser extremamente especifico para
observar hemoparasitas, 0 mesmo nao é eficaz, pois, o ndo é encontrado o protozoario
em todos os exames positivos, sendo sua porcentagem é de 0,001% por isto nao
€ considerado um exame de eleicao para seu diagnostico (FURUTA, et al, 2009a;
GREENE et al, 2015I).

ELISA ou ensaios imunossorventes ligados a enzima é um teste
imunoenzimatico que reconhece anticorpos ou antigenos especificos, porém foi mais
utilizado com a finalidade de estudos soroepidemiologicos do que para seu diagnostico
clinico, este teste ndo esta disponivel para comercializacdo para EUA e comumente
utilizado no Brasil ndo s6 para Babesia, mas para varias doencas (GREENE et al,
2015m; FURUTA, et al, 2009b).

IFI também consiste em um exame sorolégico que reconhece anticorpos
presentes em uma lamina especifica com antigenos pré-fixados que absorve luz
ultravioleta (UV). Este € um teste comumente utilizado para o diagnéstico de babesias,
possui uma maior variedade entre os laboratorios que fornecem o teste, seja em
valores ou a quantidade de antigenos que o laboratorio disponibiliza para testes.
Como exemplo B. canis possui como anticorpos intitulados superiores a 64 em uma
unica amostra. Porém ha relatos de que ha falsos-negativos, sendo em porcentagem
36% dos casos alguns caes n&o apresentaram anticorpos em testes realizados anti-
babesia (FOUREI, 2019b; GREENE et al, 2015n).

PCR que € um exame especifico € uma técnica recente utilizada na biologia
molecular, trabalha a partir das cépias em um fragmento de DNA, amplificando a
amostra, e assim permitindo que se facam varios teste, se tornando mais especifico,
pois permite o reconhecimento do protozoario e sua subespécie, ex. ao invés de
diagnosticar como Babesia spp. em seu resultado temos Babesia canis canis quando
em relacéo ao agente procurado e considerado sensivel e rapido, uma desvantagem
pode ser a geracéo de falsos resultados positivos (SARMA et al, 2019d).

A melhora do paciente pode ser rapida (24h) ou demorado, podendo levar até
7 dias, para o tratamento pode-se utilizar como farmacos diaminidinas e dipropionato
de imidocarb, realizar transfusdo sanguinea e dependendo do caso hemodiélise (caso
o animal tenha insuficiéncia renal). Imidocarb é eficaz em relacdo a Babesia canis,
em sua acao ele elimina a infectividade dos vetores (carrapatos) (CAMACHO, 2003;
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GREENE et al, 20150).

CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, apds revisao do tema Babesiose concluimos que em caes,
Babesia canis parasita intracelularmente os eritrécitos, que possui um ciclo dependente
de animais vertebrados e de um vetor como o carrapato, e sao classificados de acordo
com seu tamanho microscépico. Este protozoario atua de maneira silenciosa, permitindo
umaevolucgao flexivel. O estado nutricional eimunologico do animal parasitado influencia
muito no curso da afeccdo. Como seus sintomas sdo inespecificos, a babesiose &
considerada uma doenca de diagnostico clinico dificil, pois ha necessidade de
exames complementares. Na rotina médica veterinaria sdo utilizados exames como
hemograma, teste totalmente inespecifico para determinacao de Babesia spp., ELISA,
exame sorolégico especifico e de custo acessivel, mas passivel de falsos resultados,
e com a finalidade maior para estudos, muito comercializado no Brasil, IFI foi um dos
exames que mais encontrei dentro de relatérios para auxiliar no diagnostico em alguns
foi considerado o mais comum e utilizado, porém possui algumas restricoes entre seus
pacientes para um diagnostico efetivo. Atualmente PCR, possui alta sensibilidade e
especificidade, pois 0 método trabalha a partir da cdpia do DNA do animal, porém é
preciso critérios para que nao haja erros em sua manipulacéo que possam gerar falsos
resultados e comprometa o diagnéstico de seus pacientes. Entre todas as vantagens e
desvantagens o mais recomendado é o PCR devido a sua precisdo para o diagnoéstico
reconhecendo especificamente o protozoario, seguido pela IFI que é um dos testes
mais utilizados.
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RESUMO: O Mormo é causado pela Burkholderia mallei, bactéria gram-negativa,
imovel, ndo esporulada e intracelular facultativa. Os equideos sdo os animais mais
susceptiveis a B. mallei, sendo os cavalos considerados os reservatérios naturais
para a infeccéo. E uma zoonose, ou seja, pode infectar o homem, bem como outras
espécies como pequenos ruminantes e carnivoros. De notificacdo obrigatoria, esta
enfermidade consta na lista geral da OIE. Este trabalho tem como objetivo avaliar
os relatérios da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui (ADAPI), referente as
barreiras sanitarias a quantidade de equideos que adentraram no Piaui e que
permaneceram, 0s casos de investigacdo de exames inconclusivos e também que
apresentaram diagnéstico positivo para Mormo. Os dados coletados foram entre o
periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2015, observando-se o registro de 5.409
equideos nas barreiras sanitarias da ADAPI e que tiveram como destino final o Piaui,
para variadas finalidades, sendo que animais transitados com a finalidade esporte,
totalizaram 4.093 animais, durante o periodo de estudo. Em relagcéo a realizagéo de
eventos com a participacdo de equideos, estes totalizaram 171 eventos fiscalizados
no periodo estudado e com base nos exames realizados, a prevaléncia da doenca
no rebanho de equideos do Estado do Piaui nos anos de 2011 a 2015 foi de 0,003%;
0,002%:; 0,002%; 0,0005% e 0,009% respectivamente. Até o ano de 2014, o Piaui sé
apresentou exames com resultados inclusivos e/ou anticomplementares, e somente
em 2015, confirmou-se dois casos de animais positivos. A fiscalizacéo e controle de
transito, a fiscalizagdo de eventos e a investigagéo epidemiologica formam um tripé
essencial para evitar a disseminagdo do mormo no Piaui. E necessaria a formacéo de
um grupo sanitario, para haver investigacbes epidemioldgicas mais laboriosas com
realizacéo de sorologia afim de que possa compreender a prevaléncia real da doenca
em nosso rebanho.

PALAVRAS-CHAVE: Mormo. Zoonose. Equideos

EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF THE DEATH IN THE CITY OF TERESINA, PIAUI

ABSTRACT: Mormo is caused by Burkholderia mallei, a non-sporulated, facultative
intracellular gram-negative bacterium. Equidae are the most susceptible animals to B.
mallei, and horses are considered the natural reservoirs for infection. It is a zoonosis,
meaning it can infect humans as well as other species such as small ruminants and
carnivores. Notifiable, this condition is on the OIE general list. This paper aims to
evaluate the reports of the Piaui Agricultural Defense Agency (ADAPI), regarding the
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sanitary barriers to the number of equines that entered Piaui and that remained, the
cases of investigation of inconclusive tests and also that showed positive diagnosis for
Mormo. . The data collected were from January 2011 to December 2015, observing the
registration of 5,409 horses in the ADAPI sanitary barriers and whose final destination
was Piaui, for various purposes, and animals transported for sport purposes. , totaled
4,093 animals during the study period. Regarding the holding of events with the
participation of horses, these totaled 171 events monitored during the study period
and based on the examinations performed, the prevalence of the disease in the
equine herd of the State of Piaui from 2011 to 2015 was 0.003%; 0.002%; 0.002%;
0.0005% and 0.009% respectively. Until 2014, Piaui only presented tests with inclusive
and / or anticomplementary results, and only in 2015, two cases of positive animals
were confirmed. Traffic control and control, event surveillance and epidemiological
investigation form an essential tripod to prevent the spread of the glacier in Piaui.
The formation of a sanitary group is necessary for more laborious epidemiological
investigations with serology in order to understand the real prevalence of the disease
in our herd.

KEYWORDS: Mormo. Zoonosis. Equines

11 INTRODUCAO

A domesticacao dos equideos foi de grande importancia para o desenvolvimento
das civilizagbes humanas sendo utilizado de diversas maneiras, no Brasil, foi de
grande valia em varias atividades dentre elas na guerra, carga e sela e na agricultura
em geral.

O Piaui recebeu os primeiros cavalos em 1544 advindos do estado do
Pernambuco, trazidos pelos jesuitas para a regido sul e pelos ciganos na regiao
central, vieram por diversas razbes dentre elas a de desbravamento de terras
(OLIVEIRA, 2000). Acredita-se que junto com a sua expansao trouxe consigo também
a disseminacao de varios patbgenos que se somaram as que ja existiam no ambiente
e, consequentemente, houve o aumento de doencgas e ampliagao da gravidade delas,
visto que até entdo, o sistema imunolégico destes animais ndo reconheciam essas
novas enfermidades, tais como o Mormo.

O mormo é uma doenca infecto-contagiosa que afeta principalmente os equideos,
causado por uma bactéria Gram negativa a Burkholderia mallei, que causa lesdes
no sistema respiratdrio, podendo ser transmitido a outras espécies dentre elas o
homem. Foi isolada primeiramente no ano de 1882 do figado e bago de um cavalo, e
desde a sua descoberta o patdgeno foi classificado diversas vezes como: Loefferella
mallei, Pfeiffeilla mallei, malleomyces mallei, actinobacillus mallei, Corynobacterium
mallei, Mycobacterim mallei, Pseudomonas mallei e Bacillus malei (MORAES, 2011;
WHITLOCK et. al.2007).

Apresenta duas formas clinica, uma aguda que arremete mais os burros e os
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jumentos e a forma crénica ocorrendo com mais facilidade nos cavalos, esta ultima é
de singular importéncia na cadeia epidemiologica de transmissdo e manutencéao do
agente infeccioso (SOUZA, 2012).

Em regra, na forma aguda o animal apresenta sintomatologia bem exuberante
tais como a febre alta e os sinais respiratérios evidenciados (narinas inchadas, dispneia
e pneumonia) que fatalmente culminam com a morte do animal dentro de poucos
dias. Nos quadros crbnicos, tendem a ter uma sintomatologia mais branda, com sinais
inespecificos determinantes para a enfermidade, sendo as vezes discretas ou mesmo
inaparente (WITHING et.al., 2006). Quando ocorrem lesbes nodulares estas evoluem
para a ulceracao e que ao cicatrizarem formam cicatrizes na forma de estrela (MOTA,
2000).

A transmissao se da de forma facilitada quando se tem contato direto entre
animais sadios com aqueles portadores assintomaticos, assim como por meio
indireto dos fémites, no caso de compartiihamento de bebedouros e comedouros
(MOTA et al., 2010). A principal via de infeccdo € a digestiva, através de alimentos
e agua contaminados. Outras vias, tais como a respiratdria e a cutanea, sdo menos
frequentemente envolvidas (LEOPOLDINO, et. al., 2009; DITTMANN, et. al., 2015).
O periodo de incubacédo depende da viruléncia da bactéria do mormo, do tipo, da
intensidade da infec¢ao e da resisténcia do animal afetado e pode variar entre poucos
dias ou varios meses (BEER, 1999).

O diagnéstico do mormo é um conjunto de informagdes coletadas e versa
em observacdes das alteragdes clinicas, patolégicas, dos dados epidemiolégicos,
da identificacdo do agente bacteriano através do isolamento ou caracterizacado por
métodos moleculares, de teste sorolégico e reacdo imunoalérgica [maleinizacao]
(MOTA, 2006). Segundo a instrucao normativa numero 24 de 5 de abril de 2004,
0 exame preconizado para deteccdo do mormo é a fixagdo de complemento (FC),
que apresenta alta especificidade, sendo utilizado como mecanismo de triagem para
identificacdo dos animais com doenca subclinica ou inaparente (BRASIL, 2004).

A OIE em conjunto com o0 MAPA, né&o indica o tratamento, haja vista que o animal
nao adquiri a cura e tao somente tornam-se portadores subclinicos ou assintomaticos,
continuando a ser fonte de manutencao e propagacao da B. mallei. Em paises onde
a baixa prevaléncia da doenca deve-se adotar medidas de controle e erradicacéo do
mormo (OIE, 2008).

Esta enfermidade consta na lista geral da OIE, sendo de notificacéo obrigatoria,
portanto, qualquer sinal clinico caracteristico deve-se dar conhecimento aos 6rgaos
competentes (OIE, 2013). Os animais para transitar devem conter no momento do
transporte os exames zoosanitarios com a validade em dias e o GTA, e as barreiras
devem ser rigorosas nas fiscalizagdes dos mesmos (BRASIL, 2011).

Com o intuito de salvaguardar o rebanho de equideos da enfermidade mormo,
dos criadores os prejuizos econémicos criados por ela e ainda da possibilidade de
transmissdo ao homem, criou-se uma instrugdo normativa de numero 24, publicada dia
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05 de abiril, que trata das normas para controle e erradicacdo do mormo em territério
brasileiro. Nela, contém informagcdes para diagnéstico, medidas de saneamento,
monitoragcdo de propriedades, além do controle de trafego dos equideos intra e
interestadual (MAPA, 2004).

De acordo com a Agéncia De Defesa Agropecuaria Do Estado Do Piaui o rebanho
de equideos é estimado em aproximadamente 173.837 cabecas, atentando assim
a necessidade para um monitoramento epidemioldgico satisfatdério para se evitar
transmissao da bactéria B. mallei pelo rebanho, haja vista que durante todo o0 ano ha
transito de equideos de outros Estados para o Piaui, principalmente daqueles que
irdo participar de algum evento equestre, tendo assim o contato direto que favorece a
disseminacgéo do agente.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo realizar a avaliagao dos relatérios da
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui (ADAPI), referente as barreiras sanitarias a
quantidade de equideos que adentraram no Piaui e que aqui permaneceram, 0S casos
de investigacdo de exames inconclusivos e também que apresentaram diagnéstico
positivo para Mormo.

2| MATERIAL E METODOS
2.1 Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui (ADAPI)

A Agéncia de Defesa Agropecuaria do Piaui foi criada pela Lei Ordinaria n® 5.123
em 26 de agosto de 2005, com a competéncia de planejar, normatizar, coordenar
e executar as acdes de defesa agropecuéria do Estado, compatibilizando-as com
as diretrizes da politica agropecuaria nos ambitos estadual a federal. Sua sede fica
localizada no bairro Morro da Esperanca e possui unidades espalhadas por todos os
224 municipios do estado do Piaui. Todos eles s&o responsaveis pela fiscalizacéo
regional de sua jurisdicéo.

As atividades de fiscalizacdo na area animal sdo amparadas pela lei 5.628 de
29 de dezembro de 2006 e regulamentada pelo Decreto 12.680 de 18 de julho de
2007, que ressalta as competéncias da ADAPI na prevencao, combate, controle e
erradicacéo de doencas em consonancia no disposto na Legislagéo Federal pertinente
e de acordo com os interesses do Estado.

A sede da Agéncia é responsavel pela criacao de planejamentos estratégicos
a serem adotados em todo o Estado, assim como fornecer o elo com a estancia
superior no caso o Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA) através da SFA
(Superintendéncia Federal da Agricultura).

2.2 Coleta de dados

As informacdes que serviram de base para o estudo referente ao periodo de
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2011 a 2015 foram colhidas na ADAPI, onde os dados pertinentes a 2011, 2012 e
2013 foram extraidos dos arquivos impressos € 0s anos de 2014 e 2015 extraidos do
Sistema de Integracédo Agropecuaria (SIAPEC).

A coleta dos dados foi realizada nos setores responsaveis, como o Setor de
Transito, na Coordenacao de Epidemiologia e na Coordenacao de Eventos. A anélise
do material teve carater descritivo.

2.3 Metodologia

A metodologia do trabalho foi realizada avaliando os relatorios das barreiras
sanitarias a quantidade de equideos que adentraram no Piaui e que aqui permaneceram,
0s casos de investigacdo de exames inconclusivos e também que apresentaram
diagnéstico positivo.

A analise das informacdes do banco de dados foi realizada utilizando-se de
estatistica descritiva, obtidas com o uso de planilhas do programa MS Excel®, onde
os dados foram sequenciados e organizados por ano, por quantidade de animais
transitados por més, por resultados de inconclusivos e/ou positivos para o mormo, foi
realizado a estratificacdo da quantidade de animais que adentraram em eventos por
Estados. Foi realizado também o calculo de prevaléncia da doenca, com o auxilio do
programa MS Excel®, bem como a descricao grafica em mapa dos municipios com a
investigacéo epidemiolodgica.

As informagdes obtidas foram plotadas em graficos, tabelas e/ou figuras, sendo
analisados em numeros reais e por porcentagem.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados demonstra em porcentagem o numero de animais que
transitaram no periodo alvo da pesquisa, assim como torna explicito o numero dos
dados epidemiologicos de exames positivos e inconclusivos e 0 numero de eventos
realizados.

3.1 Analise do Transito de Equideos

No periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2015, foram registrados 5.409
equideos nos registros das barreiras sanitarias da ADAPI e que tiveram como destino
final o Piaui, com as mais variadas finalidades aceitas pelo manual de emissao de
GTA para a espécie equidea, ressaltando para o numero expressivo de animais que
transitaram com finalidade esporte, totalizando 4.093 animais ou 75 % do total, durante
todo o periodo de estudo.

Os dados também mostram que do total de 5.409 animais que adentraram ao
Piaui, somente 79 eram asininos e muares prevalecendo entre estes as finalidades
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para reproducéo e leilao (somente asininos) e esporte e trabalho, para ambos (Tabela

01).
2011 2012 2013 2014 2015
ESPECIE % % % % %
EQUINOS 1309 9901 1272 9822 1391 9734 832 994 3526 100
AZININOS 4 031 3 028 1 006 2 024 0 0
MUARES 9 068 20 150 37 260 3 036 0 0
TOTAL 1322 100 1295 100 1429 100 837 100 526 100

Tabela 1 - Demonstrativo do efetivo de equideos que foram registrados na barreira sanitaria do
Estado do Piaui durante o periodo de 2011 a 2015.

Fonte: ADAPI, 2016.

Para realizar o trénsito de uma regido para outra € necessario que o animal
apresente trés documentos que atestem por documento a sua origem e as condicoes
sanitarias favoraveis documentos esses a GTA e os exames de Anemia Infecciosa
Equina e do Mormo, que sem esses dois Ultimos o primeiro ndo é confeccionado.
Porém esses exames valem 60 dias a partir da coleta do material para analise, mais
que durante esse mesmo periodo o animal pode adquirir a doenca e torna-se um
potencial transmissor das enfermidades.

Na literatura, ndo a clareza de quanto tempo € necessario para que o animal
possa disseminar a doenca, relatando somente que pode ser dias ou meses (MOTA,
2006), outro fator é a possibilidade do agente do mormo formar uma capsula de
polissacarideo que impede a sua fagocitose por leucécitos e macréfagos impedindo
a resposta do individuo a infec¢do tornando-o somente um portador sem apresentar
anticorpos no exame, o que nos da subsidios para acreditar que dentro dos 60 dias o
animal possa transmitir a doenca.

Pode-se perceber que a quantidade de animais que transitaram para o Piaui
ndo se mostrou regular entre os anos estudados, havendo variagdes entre os meses
e entre 0s anos, porém observa-se um maior transito de equideos em determinadas
épocas (Tabela 2).
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2011 2012 2013 2014 2015

MESES QUANT. % QUANT. % QUANT. % QUANT. % QUANT. %
JANEIRO 80 6% 73 6% 75 5% 39 5% 37 7%
FEVEREIRO 36 3% 36 3% 72 5% 28 3% 7 1%
MARCO 47 4% 43 3% 162 11% 46 5% 45 9%
ABRIL 9% 7% 91 % 92 6% 102 12% 7  15%
MAIO 137 10% 247 1%% 97 7% 111 13% 141 27%
JUNHO 220 17% 201 16% 241 17% 178 21% 66 13%
JULHO 146 11% 89 7% 191  13% 78 9% 43 8%
AGOSTO 149 11% 59 5% 55 4% 21 3% 110 21%
SETEMBRO 69 5% 123 9% 63 4% 53 6% 0 0%
OUTUBRO 85 6% 44 3% 58 4% 23 3% 0 0%
NOVEMBRO 183 14% 204 16% 145 10% 19 2% 0 0%
DEZEMBRO 74 6% 85 7% 178 12% 139 17% 0 0%
TRANSITO 1322 100% 1295 100% 1429 100% 837 100% 526 100%
(total)

Tabela 2 - Andlise do transito de equideos por més de outras UF’s para o Piaui no periodo de
2011 a 2015.

Fonte: ADAPI, 2016

Observa-se que em todos 0os anos ocorre um aumento padrdo nos meses de
maio, junho, julho e novembro, isso revela-se como reflexo do nUmero de eventos que
sao realizados nesses meses todos os anos (Grafico 1)

NUMERO DE ANIMAIS X MES TRANSITADO
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— 2015 37 7 45 | 77 | 141 66 | 43 | 110 | © o o} o
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Grafico 01 — Observagao dos picos de transitos de equideos provenientes de outros UF’s para
o Piaui no periodo de 2011 a 2015, com énfase aos meses de maio, junho, julho e novembro.

Fonte: ADAPI, 2016.
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Quando se faz a relacdo da quantidade de animais que adentraram ao estado
em relacdo ao ano identifica-se que nao a grande alteracées no fluxo e que este se
mantém em leve flutuag@o e que no ano de 2014 o baixo numero de animais declarados
pode ser reflexo dos breves periodos que ocorreram greve no 6rgao, portanto que néo
houve fiscalizagdo do transito animal observar (Gréfico 2).

TRANSITO

1429

1400 1322 1295

Numero de animais
1]

Anos

Graéfico 02 — Numero de equideos que adentraram ao Piaui no periodo de 2011 a 2015, que
demonstra a flutuacéo de transito de animais e o decaimento no ano de 2014 e 2015 por greve
e néo observacéo dos dados respectivamente.

Fonte: ADAPI, 2016.

Para Silveira et.al., (2013), a fiscalizacdo e o controle de transito € uma das
medidas de fundamental importéncia para evitar a propagacéo da doenca entre os
plantéis de equideos.

N&o foi possivel a analise dos dados referente ao transito de equideos nos meses
de setembro a dezembro de 2015, pois nessa data houve a transicdo dos dados
manuais para o sistema SIAPEC e que por dispor de um s6 funcionario no controle e
divulgacéo dos dados, tornou-se indisponivel a posse do material. Por isso, observa-
se no Gréfico 2, uma acentuada diminuicdo na quantidade de animais quando se
analisa a linha demonstrativa do numero de animais em relagdo aos anos da pesquisa.

Quanto a finalidade dos animais que promovem este fluxo intenso para Piaui, é
notério que a finalidade esporte € a mais utilizada, devido ao grande quantidade de
eventos equestres realizados todos os anos no Piaui. Segundo Neubauer (2005), o
transito de equideos para eventos ou lazer pode favorecer a entrada do mormo em
areas livres da doenca. Manso Filho et. al., (2000) observou que a doenca ocorria no
Brasil nos animais utilizados no trabalho na zona da mata dos estados de Pernambuco e
Alagoas e em animais que participavam em vaquejadas e cavalgadas dessas mesmas
regides, corroborando com o relato da epidemiologia de Neubauer et. al., (2005).

Um fato que é também muito importante elencar é a fronteira que o Piaui faz
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com outros Estados que apresentam ou ja apresentaram numeros altos de incidéncia
da doenca, como o Pernambuco que desde a “ressurgéncia” da doenca sempre
apresentou casos de mormo em seu plantel (MOTA, 2000) e o Ceara que em 2012
teve um surto de casos em seu dominio (ADAGRI, 2013), entdo resguardar nossas
fronteiras é fator primordial para evitar a entrada do agente, pois diminui a probabilidade
de transmissao.

3.2 Avaliacao dos Dados dos Eventos

De acordo com os dados colhidos em relacéo a realizacdo de eventos com
a participacéo de equideos, estes totalizaram 171 eventos fiscalizados no periodo
estudado de 2011 a 2015.

Nota-se que no ano de 2011 e 2013 s6 houve um registro de evento nos dados
cedidos, ou seja, ou houve perdas dos dados pela propria Agéncia no setor responsavel
ou entao nao houve fiscalizacdes destes, pois quando observado o banco de dados do
setor de transito percebe-se que houve entrada de animais durante todo 0 ano com a
finalidade esporte, atentar para o grafico 3.

EVENTOS
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Graéfico 03 — Analise do nimero de eventos realizados por ano e tipo de eventos equestres do
Estado do Piaui no periodo de 2011 a 2015, observacgéo da prevaléncia do evento vaquejada
em todos os anos do estudo.

Fonte: ADAPI, 2016.

E interessante salientar que as coordenacdes da Agéncia de Defesa, sdo de
tempos em tempos trocadas de coordenadores, que estes sao designados por nivel
de confianga do Diretor Geral, havendo assim descontinuidades nos trabalhos e na
forma de coordenar, podendo ser o fator decisivo para as perdas de dados, que sao
importantes para um estudo aprofundado da ocorréncia (epidemiologia) e controle de
surtos da doenca.
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Na tabela 3, visualizam-se os tipos de eventos que s&o realizados com a

participacdo de equideos e nota-se que o maior numero de eventos esté relacionado

com a vaquejada, evento este que tem periodo maior de duracdo entre os eventos
equestres realizados, durando de 2 a 3 dias, permitindo um maior contato entre os

animais que ali se encontram e criando oportunidades para a transmissao de patégenos

causadores de doenca.

ANO

2013
2014
2015

VAQUEJADA CORRIDA EXPOSICAO TAMBOR LEILAO CAVALGADA

TOTAL

Tabela 03 — Quantidade de eventos equestres registrados no periodo de 2011 a 2015 no estado

42
133

15

OUTROS EVENTOS

0 0
2 1
0 0
2 0
2 2
6 3

= O S

it

O Ioh 1O IO L= =

do Piaui, elencados por ano e por tipo de evento.

Fonte: ADAPI, 2015.
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0
0
0
0
1
1

Segundo Silveira (2013), a realizacdo de eventos equestres, ha uma maior

aglomeracao de animais proporcionando um aumento nos riscos de transmissao do
agente e Mota (2000) ressalta que a transmissao é facilitada pelo uso de bebedouros

e cochos coletivos.

Quanto ao numero de animais advindos de outras UF’s que frequentaram os

eventos no periodo de estudo, ver que os estados do Maranhao, Ceara, Pernambuco

e Para estiveram em todos os anos com presenca significativa de animais (Tabela 4).

ANOS

TOTAL

Tabela 04 — Quantidade de equideos por UF’s que mais participaram de eventos no periodo de

2011
2012
2013
2014
2015

MA

51
190

183
437

861

CE
58
46
0
200
141

445

2011 a 2015 no Piaui.
Fonte: ADAPI, 2015.
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O estudo demonstra que a maioria dos animais que participam dos eventos
equestres piauiense é proveniente do nordeste e norte do pais, como: Sergipe, Rio
Grande do Norte, Bahia, Paraiba, Alagoas e Tocantins, ocorrendo de forma esporadica
o transito do Centro-Oeste e Sudeste do Pais, como: Distrito Federal e Sao Paulo.

CONCENTRACAO DE EVENTOS MES -
2011A 2015

™ JANEIRO

m FEVEREIRO
MARCO

™ ABRIL

= MAIO
JUNHO

W JULHO

W AGOSTO

M SETEMBRO

Gréfico 04 — Demonstrativo em porcentagem da concentracéo de eventos equestres realizados
no Estado do Piaui entre os meses no periodo de estudo de 2011 a 2015.

Fonte: ADAPI, 2015.

No grafico 4, a visualizacdo dos meses que tem maior concentracao de eventos
equestres, destaque para os meses de maio, junho e julho com o maior percentual
absoluto, indicando que ha uma relagdo com os registros de transito analisados em
igual periodo, porém a de se observar que os anos de 2011 e 2013 ndo constam a
guantidade de eventos realizados fidedignos, entdo, podendo os dados apresentados
em eventos serem maiores.

Outro fator a analisar, € a realizacdo de eventos que nao séao fiscalizados pela
Agéncia, ou seja, que sao irregulares e que nao oferecem a minima seguranga, ja que
nestes eventos a circulacédo de animais testados em comunh&o de animais que nunca
foram se quer examinados, favorecem a disseminacéo da bactéria.

3.3 Avaliacao dos Dados

De acordo com os dados levantados, com base nos exames realizados, a
prevaléncia da doenca no rebanho de equideos do Estado do Piaui nos anos de 2011
a 2015 é de 0,003%; 0,002%; 0,002%; 0,0005% e 0,009% respectivamente.

Até o ano de 2014, no Piaui s6 apresentava exames com resultados inclusivos
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e/ou anticomplementares, aparecendo somente em 2015, dois casos de animais
positivos no exame de FC, que posteriormente foi realizado o teste de Maleina e
comprovado a positividade.

A andlise dos Form-in abertos por ocasido dos resultados inclusivos,
anticomplementares e positivos nos cinco anos de estudo, verifica-se que ainvestigacao
de movimentagdo e rastreabilidade animal ndo foram realizadas a contento, ndo
identificando os ambientes que poderiam ser fontes susceptiveis para a transmissao
e disseminacao da doenca.

Form-in é uma ficha de investigacao inicial produzida para anotar informagdes
pelo médico veterinario em sua primeira visita a uma propriedade que tenha sido
notificada ou detectada pela vigilancia a ocorréncia de uma doencga ou sua suspeita.
E um documento de obrigatério preenchimento em casos de doencas que estejam na
lista geral de Epizootias da OIE.

A propriedade que é investigada nos termos acima descritos para a doenca
mormo sao consideradas um foco e que s deixara de ser caso 0s animais investigados
apresentem teste de FC negativo por duas vezes consecutivas e/ou o animal(s)
positivo(s) seja(m) destruido(s).

No ano de 2015, duas propriedades apresentaram no teste de FC, resultados
positivos, sendo uma em Campo Maior e a outra em Teresina, todas as duas foram
consideradas focos e foram realizada a interdicao da propriedade para promover o
saneamento do foco. Esse ano foi destacado com o maior niUmero de investigacbes
epidemioldgicas. Porem o que ndao se observa em todas as investigacdes o
monitoramento do transito destes animais suspeitos, ou seja, ndo ha a rastreabilidade
do foco para saber de onde veio, em que situacdo se encontrava e como o animal
apresentou anticorpos detectaveis em exame. Perguntas essas que elucidam a
epidemiologia da doenca e corroboram para seu controle e erradicagao.

Peixoto (2015) descreve com base na investigacdo epidemiologica realizada
pela ADAB — Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia, o primeiro caso autoctone
de mormo, depois que se levantou a movimentacao da propriedade e o rastreio do
animal, no qual se verificou que 0 animal havia se contaminado com o0 agente na Bahia
€ nao por contato com outros animais.

O mormo no Estado do Piaui ainda esta se apresentando de forma esporadica pelo
territério, porém é valido salientar que investigacdes epidemioldgicas mal sucedidas,
aliado a desinformacé&o por parte da populacéo envolvida pode mudar esta realidade
para pior, como acontece com a Anemia Infecciosa Equina que hoje é endémica.

Em observagcédo ao mapa do Piaui (Figura 01), verifica-se a distribuicdo dos focos
ao longo do periodo de estudo e nota-se que os casos estdo distribuidos em todo
territério, com um agrave, percebe-se que o norte do estado é o que concentra mais
as investigacdes epidemioldgicas.
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FIGURA 01 — Mapa do Piaui, com os respectivos municipios que foram alvos de investigacao,
identificados por ano de apresentacao no periodo de 2011 a 2015.

Fonte: ADAPI, 2015

Dois municipios, Campo Maior e Teresina, apresentaram em 2011 casos de
exames inconclusivos que foram negativos, posterior ao teste de maleina e no ano de
2015 voltam a apresentar casos, porém com resultados positivos.

Acredita-se que o maior percentual de casos investigados na regiéo norte, seja
devido a maior concentracdo de animais que participam de eventos e como tal sao
mais testados com maior regularidade.

41 CONCLUSAO

A fiscalizagdo e controle de transito, a fiscalizacéo de eventos e a investigacéo
epidemioldgica formam um tripé essencial para evitar a disseminagcdo do mormo no
Piaui. Apesar do aumento no ano de 2015 do numero de focos e o aparecimento de 2
casos positivos nos testes de FC e posterior em maleina, o Piaui ainda é considerado
com casos esporadicos, porém com riscos que esta se torne endémica para 0 mormo.

Afalta de fiscalizagcbes ativas e passivas mais enérgicas, como a falta de realizagdo
de sorologia por amostra livre, dificulta o dimensionamento da ocorréncia verdadeira
da doencga, haja vista que os equinos podem desenvolver a forma crénica da doenca e
sendo o fornecedor do agente para o meio, além do rastreamento eficiente do animal
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suspeito para identificar a fonte de contaminacéo.

Percebe-se que o transito de animais de outras UF’s, como a realizagdo de
eventos no territério piauiense pode favorecer a disseminacgao e transmissao do mormo.
Para tanto, é importante que os eventos sejam bem fiscalizados e se atentando para
a educacao sanitaria no intuito de se evitar comedouros e bebedouros comuns e a
importancia de exames regulares dos plantéis de equideos. Na analise dos dados
epidemioldgicos mostra nitidamente que houve um aumento de casos de investigacéo
de animais que apresentaram exames inconclusivos e anticomplementares até a
evolucao do aparecimento de casos positivos.

Pode-se afirmar que o servico de defesa agropecuaria do Estado tem problemas
estruturais graves, sendo um deles: o numero reduzido do seu corpo técnico, que
inviabiliza a realizacao de todas as atividades que o érgao é responsavel, prejudicando
toda a cadeia epidemioldgica, preventiva e de controle das doencgas. Dito isto, entende-
se como necessidade também a padronizacédo das atividades e a realizacao de acoes
de combate ao mormo. Para tal, € necesséaria a formacdo de um grupo sanitario,
assim como existe para a febre aftosa, para haver investiga¢des epidemiolégicas mais
laboriosas com realizacdo de sorologia afim de que possa compreender a prevaléncia
real da doenca em nosso rebanho.
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RESUMO: Realizou-se um estudo retrospectivo
para pesquisa de alfavirus e VZIK em amostras
biologicas de PNH recebidas na Secdo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB)
do Instituto Evandro Chagas, como demanda
espontanea da vigilancia da febre amarela
no Brasil, em 2015. Todas as amostras foram
submetidas a extracdo de RNA, utilizando o
método do Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen),
seguindo as instru¢bes do fabricante. Para
pesquisa do genoma de alfavirus, adotou-
se 0 método de PCR convencional, usando
primers género-especificos, enquanto o RT-
gPCR foi utilizado para pesquisa dos virus
chikungunya e Mayaro e pesquisa do VZIKk,
apenas sob condicéo de positividade no PCR
convencional para alfavirus. Foram analisados
78 PNH, das regides Norte, Nordeste, Centro-
oeste, Sul e Sudeste do Brasil. As amostras
foram escolhidas aleatoriamente. A pesquisa
para Alfavirus e VZIK apresentaram 100% das
amostras negativas para esse alvo viral. Este
estudo apresenta grande relevancia no que
diz respeito a circulagcéo de diversos arbovirus
simultaneamente, principalmente dos Flavivirus
e Alphavirus, no territorio brasileiro e pelo fato
dos PNH serem um dos principais animais
vertebrados participantes dos ciclos enzodticos
desses virus. Ainda que os resultados tenham
sido negativos, ndo se pode descartar a

importancia deste estudo retrospectivo de
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arbovirus em PNH, como uma oportunidade de acrescentar mais informacdes sobre a
epidemiologia de virus do género Alphavirus no territorio brasileiro. Uma vez que, na
literatura existem relatos da detecc¢ao de algumas espécies desse género em primatas
nao humanos, alertando ainda mais a necessidade de mais estudos nessa area.
PALAVRAS-CHAVE: Arboviroses; Epidemiologia; Primatas; Zoonoses.

RETROSPECTIVE STUDY FOR RESEARCH OF ZIKA VIRUS AND ALPHAVIRUS IN
SAMPLES OF NON-HUMAN PRIMATES, IN 2015, IN BRAZIL

ABSTRACT: Was performed a retrospective study for detecion of Alphavirus and Zika
virusin biological samples from non-human primates. The samples wasreceived in 2015,
in the Section of arbovirology and hemorragic fevers from Evandro chagas institute,
coming from yellow fever surveillance system in Brazil. All the samples was submitted
to RNA purification using the Trizol Plus method (Kit ambion invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. To the research of Alphavirus, we adopted the RT-PCR
method using specific gener primers. The detection of Zika virus was performed using
the RTgPCR real time. 78 non-human primates were analyzed from regions of the
north, northeast, South, midwest and southeastern of Brazil. All samples presented
negative results to the Alphavirus and Zika virus. The presente study presented high
relevance about the arbovirus circulation in Brazil, especially because the non-human
primates are the main vertebrade animals that participates in the enzootic cycles of
arboviruses. The negative results do not discard the importance of this retrospective
study about arbovirus and non-human primates, because this is an opportunnity to
introduce more information about the Alphavirus e Zika virus epidemiology in Brazilian
territory, and colaborate to the many studies recently published, that relates detection
of Alphavirus in non-human primates in Brazil, warning the need of studies about this
dinamyc.

KEYWORDS: Arboviruses; Epidemiology; Primates; Zoonoses.

11 INTRODUCAO

Os arbovirus séo transmitidos por vetores artropodes hematédfagos infectam
hospedeiros vertebrados suscetiveis. Sado considerados um sério agravo de saude
publica, cujo quadro clinico pode variar desde uma doenca febril inespecifica a
sindrome neurolégica (CASSEB; SILVA; VASCONCELQOS, 2013).

S&o virus que se mantém na natureza por meio de ciclos enzodticos, no qual
envolve hospedeiros vertebrados, como pequenos mamiferos, aves, primatas e seres
humanos, e uma infinidade de vetores artropodes, com destaque para o mosquito do
género Aedes sp e 0 Culex sp. (FIGUEIREDO, 2007).

A acdo do homem nesse ambiente pode modificar as condi¢des naturais e
favorecer a dispersdao dos virus, uma vez que tais mudancas podem estabelecer
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elementos que facilitem a proliferacao dos vetores. Em geral, 0 homem é um hospedeiro
acidental que se infecta ao adentrar areas de mata para realizar atividades de labuta
ou lazer, exceto nos casos das arboviroses que normalmente ocorrem em area urbana,
como a Dengue (MENEZES et al., 2017).

No ambiente selvagem, os primatas ndo humanos (PNH) estdo entre os
vertebrados que participam do ciclo de manutencéo de certos arbovirus, tais como os
virus da Febre Amarela (VFA), virus Zika (VZIK), virus Chikungunya (VCHIK) e virus
Mayaro (VMAY), sendo muito utilizados como animais sentinelas em diversos estudos,
visto que, a presenca de infeccéo arboviral nesses animais é um indicativo de circulagao
viral em determinado local (MONATH; VASCONCELQOS, 2015). No Brasil, a ocorréncia
de epizootias em PNH é reconhecida como um indicador essencial pelo Ministério da
Saude na vigilancia da febre amarela, onde as mortes desses animais funcionam como
sinalizador do possivel aparecimento da doencga na populagédo humana, possibilitando
a adocédo de medidas profilaticas e de controle (BRASIL, 2014).

Sabe-se que no territério brasileiro ha circulagdo de Flavivirus, como o VZIK e
de arbovirus do género Alphavirus, como VCHIK e VMAY. Diante disso, os PNH sao
essenciais para o monitoramento da circulacéo desses virus, uma vez que, além de
indicar a disperséo viral, possibilita, também, verificar a possivel existéncia de um ciclo
silvestre desses arbovirus em questao (NUNES et al., 2015).

Em 2016, Favoretto e colaboradores detectaram o VZIK em primatas neotropicais
do Nordeste do Brasil, evidenciando a predisposi¢cao destes animais a infeccao pelo
VZIK e a possibilidade deste se estabelecer utilizando os PNH como reservatorio no
Brasil (FAVORETTO et al.,, 2016). Em pesquisas realizadas com PNH, observa-se
a capacidade do virus, de se replicar neste hospedeiro (ONLAMOON et al., 2010),
porém, sem que se apresentem sinais como na infeccdo em humanos considerando
que em PNH, o VDEN, por exemplo, apresenta baixa viremia e por esta razao néo se
observam sequelas a longo prazo em PNH pos- infeccdo (ZOMPI; HARRIS, 2012).

Além disso, os arbovirus apresentam uma alta capacidade de adaptacao a
diversos hospedeiros, sejam vertebrados ou invertebrados, isso gera um alerta para
a possibilidade de PNH serem um potencial reservatério desses virus. Por isso, 0s
estudos epidemioldgicos de vigilancia nesses animais apresentam muita importancia,
considerando sua participacao no ciclo de manutencédo de zoonoses e sua aplicacao
como indicador de circulagéo de determinados arbovirus (FAVORETTO et al., 2016).

Dessa forma, devido a importéncia epidemiologica, realizou-se uma investigacéo
retrospectiva para pesquisa de Alfavirus e virus Zika em amostras biologicas de PNH
recebidas na Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto
Evandro Chagas, como demanda espontanea da vigilancia da febre amarela no Brasil,
no ano de 2015.
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2 | MATERIAIS E METODOS
SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram selecionadas amostras de RNA extraidos anteriormente pela Secéo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB). Tais amostras, foram extraidas a partir
de sangue e/ou visceras de 78 PNH, provenientes de varias regides do Brasil, as quais
foram recebidas e processadas na Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
(SAARB) do Instituto Evandro Chagas como demanda espontanea da vigilancia da
febre amarela no Brasil. O RNA total foi extraido das amostras utilizando o método do
Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

As amostras bioldgicas destes PNH foram, em geral, obtidas no contexto de
epizootias e enviadas ao SAARB/IEC para a pesquisa de Febre amarela. Apbs
analise laboratorial, verificou-se que apenas duas amostras de PNH apresentaram
positividade para o VFA. Segundo informagdes colhidas nos oficios de solicitacéao,
0s animais cujas amostras foram enviadas para a SAARB, em sua grande maioria,
pertenciam as espécies como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya,
0S quais pertencem a géneros que se apresentam como principais hospedeiros do
VFA. Todavia, nem todos os oficios apresentavam estas informacgdes.

CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas todas as amostras de PNH recebidas para investigacéo do virus
da Febre Amarela e que obtiveram resultados negativos para esse alvo. Excluiu-se do
estudo, todos os PNH que nao apresentaram quantidade de RNA extraido o suficiente,
para realizac&o dos testes propostos.

RT-PCR QUALITATIVO

Para a deteccdo de genoma de Alphavirus foi empregada a técnica de RT-PCR
convencional utilizando iniciadores género-especificos, com hibridizacdo de regides
conservadas do gene da proteina viral ndo-estrutural nsP1 desse género (quadro 1).

Primer e sondas Sequéncia Referéncia
Alfavirus M2W F YAGAGCDTTTTCGC PFEFFER et al., 1997
AYSTRGCHW
Alfavirus M3W R ACATRAANKGNGT PFEFFER et al., 1997
NGTRTCRAANCCDA
YCC

Quadro 1: Sequéncias dos iniciadores empregadas na detecgao do genoma de Alphavirus pela
técnica de RT-PCR.

Para o controle positivo da reacéo, utilizou-se RNA do virus Mayaro e Pixuna,
arbovirus pertencentes ao género Alphavirus, cedido pelo Laboratério de Biologia
Molecular da SAARB. Foram realizadas diferentes diluicbes, a qual foi a amostra pura
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do controle positivo, uma vez que apresentou melhor visualizagao (figura 1).

MAY MAY MAY PIX 1 PIX1 PIX 1 PIX 2 PIX 2 PIX 2
FURO 140 4400 PpURO 110 1100 PURO 110 4100

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos controles positivos para Alphavirus.

Nota: MAY- virus mayaro; PIX — virus Pixna; PM — peso molecular.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Para a transcricdo reversa do DNA complementar (cDNA), foram utilizados o
acido nucléico extraido (7ul), agua ultrapura (2,5ul), iniciador randémico (2,5ul),
deoxinucleotideos trifosfatados (DNTP’s) (1ul), Tampao 5x (4ul), DTT (1ul), inibidor
de RNAse (RNAse OUT) (1ul) e transcriptase reversa (RT; Superscript Ill, Invitrogen).
Todas as amostras, entdo, foram incubadas a 55°C por 60 minutos; a inativagcao da
reacao se deu por aquecimento a 70°C por 15 minutos.

Para a amplificacéo do cDNA, foi realizada para ampliar a regiao do gene nsP1 dos
alfavirus. Utilizou-se cDNA (5ul), tampéao de PCR 10x (5 pL), MgCI2 (1,5 pL), DNTPs
(1 pyL), agua ultrapura (34,5ul), enzima Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen) (1
uL) e iniciador M2W F (1 yL) e MBW R (1 uL).

A reacao se deu em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems) e submetida a um ciclo de desnaturacdo 95°C por 30 segundos,
hibridizacdo dos iniciadores a 55°C por 30 segundos e extensédo a 68°C por 2,5
minutos, seguido de um ciclo de extenséo final de 68°C por 5 minutos. Foram inclusos
controles positivos e negativos.

Apb6s a amplificacéo, o produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 1,5% em tampéo Tris-Acetato-EDTA 2X, corado com SybrSafe e peso molecular
de 250pb e visualizados em fotodocumentador pelo Software L-PIX- EX (Loccus). As
amostras positivas foram encaminhadas para a realizacédo do RT-qPCR para VCHIK
e VMAY.
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RT-gPCR QUANTITATIVO

A técnica de RT-Qpcr em tempo real foi realizada para investigacéo de VZIK,

VCHIK e VMAY. Aplicaram-se os protocolos ja adotados no laboratoério, os quais foram

utilizados os iniciadores e sondas apresentados no quadro 2.

Primer e sondas Primer e sondas Primer e sondas
Virus Zika AARTACACATACCARAA
:
NV 1086F CAAAGTO GT LANCIOTTI &t al., 2008
Virus Zika TCCRCTCCCYCTYTGGTC
.
ooy et LANCIOTTI et al., 2008
Virus Zika
AGCCTACCTTGACAAGC
,
VZIK ENV 1107p el iely LANCIOTTI et al., 2008
[FAM]
Virus Chikungunya | TCACTCCCTGTTGGACTT .
sl agher T LANCIOTTI et al., 2007
Virus Chikungunya TTGACGAACAGAGTTAG 5
2007
NS4 6981R GAACATACC LANCRIST G, &)
Virus Chikungunya
VCHIK NS4 899p | CCCTOIGAIACAGIGOT |y \eiorTr e at, 2007
TTICGTGTG
[FAM]
Virus Mayaro NSP2
MAYVGPCR — CGCGTGCCATGCGGGGA | IUNOR %&ESTWD‘
| Foward T
! g
V”}:; ﬁ;’;rgRN_SP" CGCCACGGTACGACCAC | JUNIOR CELESTINO,
g g
i i GCA[BHQ!] 2012
R Dy CGCCACGGTACGACCAC | TJUNIOR CELESTINO.
VAL LR GCA[BHQ!] 2012
[FAM] =oie

Quadro 2: Sequéncias dos iniciadores e sondas empregadas na detecgéo do genoma de VZIK,

VCHIK e VMAY pela técnica de RT-gPCR.

O teste foi feito utilizando o kit comercial RT-qPCR SuperScript™ Il Platinum ™

One-Step qRT-PCR (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientacées do fabricante.
As reac6es de RT-PCR foram realizadas no aparelho ABI PRISM 7500 ou 7500 fast
(Applied Biosystem) com andlise pelo programa 7500 versao 2.3., partindo de 5 pL de

RNA total purificado adicionado a uma reacao para volume total de 25 pL.

As reacdes foram definidas para um volume final de 10 pL contendo os seguintes

reagentes: Master Mix (12,5 pL), agua ultrapura (5,5 pL), iniciador R (1 uL), iniciador

F (1 pL), sonda (0,5 uL), enzima Taq Polimerase (lvitrogen) (0,5 pL) e RNA extraido

(5 pL).
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As condic¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 30 minutos para o processo
desnaturacado, 95° C por 15 minutos para a RT, seguidos por 45 ciclos de 94° C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto sendo estas as temperaturas de anelamento e
amplificacao respectivamente. A analise foi realizada no software 7.500 FAST.

ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de material genético ja processado no laboratério de Biologia
Molecular da Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB), ndo houve
necessidade de submissdo ao Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA).

3|1 RESULTADOS

Foram analisados 78 PNH das regides Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sul e
Sudeste do Brasil. Os estados de origem dessas amostras foram Amazonas, Tocantins,
Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (figura
2).

Legenda

[_Jam
Cwr
[ Joco
I Ry
B o
B s
B vc
[__]BRasi

Dados:

Sistema de Coordenadas Geogrificas

Dam: SIRGAS 2000

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Estatistica

Figura 2: Distribuicédo geogréafica do nimero de PNH analisados no estudo.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Essas amostras foram escolhidas de maneira aleat6éria que apresentavam
solicitacdo para investigacdo do virus da Febre Amarela nesses PNH, na Secéo de
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Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas, Belém-
PA, no ano de 2016.

Além disso, segundo informagdes obtidas nos oficios de solicitantes e fichas de
investigacéo, os animais cujas amostras foram enviadas como demanda esponténea
da vigilancia de Febre Amarela no Brasil, em sua grande maioria, pertenciam a espécies
como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya pertencentes a géneros
que se apresentam como principais hospedeiros do VFA. Porém, nem todos os oficios
apresentavam estas informacoes.

As amostras de RNA extraido a partir de sangue e/ou visceras dos PNH foram
submetidas a técnica de RT-PCR para a investigacao de Alphavirus. Das amostras
analisadas, 100% né&o houve deteccdo do genoma para virus do género pesquisado.
Dessa maneira, as amostras nao foram submetidas para a deteccdo do genoma do
VCHIK e nem do VMAY.

Para a pesquisa do genoma do VZIK, todas as amostras foram submetidas a
técnica de RT-gPCR e 100% também apresentaram negatividade para o alvo viral.
Logo, todas amostras dos PNH analisadas, obtiveram resultados negativos para a
investigacao dos virus em questao (quadro 3).

- Quantidade y ; RT-PCR RT-qPCR
Regiiio UF de PNH Tipo de amostra Alphavirns VZIK
Cérebro, figado, bago, Nio Nio
Norte AM/TO 16 pool (Pulmfiq, rim e deteciado deteciads
coracao).
Nordeste RN 6 Cet;zll)r(%utl]ngl;io’riblig; ’ NAD P
P - detectado detectado
coracao).
Cérebro, figado, baco 4 .
Centro- Z Vi Nao Niao
oeste GOMT = pool (Pulm? QI detectado detectado
coracao).
Cerebro, figado, bago " "
2 ’ Nio Nio
Sudeste MG 34 pool (Puhnflo, rime detstado dees
COracao).
Sul RS 13 Ceéﬁ?ﬁ%lff%?}ﬁ? . L
P T detectado detectado
COracao).
TOTAL 78

Quadro 3: Quantificagdo das amostras biolégicas de PNH analisadas por RT-gPCR para VZIK e
RT-PCR para Alphavirus, de acordo com regido de procedéncia.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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4 | DISCUSSAO

Este estudo apresenta grande relevancia no que diz respeito a circulacédo de
diversos arbovirus simultaneamente, principalmente dos Flavivirus e Alphavirus, no
territério brasileiro e pelo fato dos PNH serem um dos principais animais vertebrados
participantes dos ciclos enzoéticos desses virus. E valido considerar que determinados
arbovirus apresentam baixa viremia em PNH, motivo este que esses animais pouco ou
até mesmo nédo apresentam sinais da infeccao (ZOMPI; HARRIS, 2012). Por isso, a
importéncia de pesquisas dessa natureza para a investigacéo de arbovirus em animais
sentinelas.

Historicamente, a circulacao de arbovirus em PNH pode ser evidenciada pela sua
participacao no ciclo de manutencéo silvestre de grande parte destes virus (MONATH,
2001). A presenca do VZIK em PNH, foi constatada desde o seu primeiro isolamento
na Africa, no qual foi feito em macaco Rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No
que se refere ao territério brasileiro, em abril de 2015, o VZIK foi detectado em PNH
por meio de analise laboratorial que se deu pela aplicacédo de método de RTqPCR em
tempo real, além de sequenciamento genético (FAVORETTO et al., 2016).

Alguns Alphavirus, também possuem uma relagcao proxima com os PNH, tanto
por serem constantemente utilizados como modelos experimentais em estudos
relacionados a estes virus (HAESE et al., 2014), quanto por ja terem sido encontradas
evidéncias sorologicas de Alphavirus em amostras de PNH no Brasil (MOREIRA-
SOTO et al., 2018).

Em estudos de andlise filogenética e de reldgio molecular, sugeriu-se que a
introducéo do VZIK pode ter ocorrido entre maio e dezembro de 2013 (FARIA et al.,
2016). Em contrapartida, o trabalho de Favoretto e colaboradores revelou evidéncia da
circulacéo do VZIK em PNH em abril de 2015, dois anos apés sua introdu¢éo no Brasil,
e dentro de um contexto de epidemia no pais (FAVORETTO et al., 2016), preconizando
a possibilidade destes animais estarem atuando como um novo reservatério.

Assim, fez-se de grande interesse a pesquisa retrospectiva deste arbovirus
nesses animais como uma possibilidade de acrescentar informag¢des que auxiliem na
elucidacao da dinamica de dispersado do VZIK no Brasil.

O contexto de epidemia de VZIK no pais, seguiu-se logo ap6s um surto de
Chikungunya, que se iniciou em 2014 com o primeiro causo autoctone, no estado
do Amapa. A partir dai, naquele mesmo ano, foram detectados 41 casos importados
de infeccdo por VCHIK e 27 casos autdctcones (NUNES et al., 2015). A dispersao
do VCHIK deu-se principalmente em regides turisticas do Brasil, onde tornou-se um
grande desafio para a saude publica, considerando a co-circulagao de VZIK e VDEN,
que dificultava o processo de diagnéstico .O VCHIK é um arbovirus pertencente ao
género Alphavirus, e assim como este, no Brasil, existem varios outros virus deste
mesmo género, causadores de epidemia em humanos e animais, sendo assim de
grande importancia para a saude publica, como é o caso do Virus do Mayaro, que ocorre
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frequentemente na regido central do Brasil, e deve ser considerado em diagnésticos
diferenciais de VZIK, VDEN e VCHIK, em areas onde h& co-circulagéo de arbovirus
(BRUNINI et al., 2017).

Os resultados negativos para o VZIK por RT-qPCR e para os Alphavirus no teste
de RT-PCR nas amostras de PNH analisadas, ndo sao suficientes para garantir que
ndo houve circulacdo destes arbovirus nos estados do Amazonas, Tocantins, Rio
grande do Norte, Rio grande do Sul, Minas gerais e Goias no periodo das coletas das
amostras de PNH, uma vez que a coleta foi realizada em um curto periodo. Ademais,
segundo dados contidos nos oficios, algumas amostras foram coletadas a partir de
animais que morreram no contexto de epizootias, os quais foram encontrados mortos
em estado que poderia comprometer a conservagao do material a ser analisado.

De acordo com nota informativa da secretaria de vigilancia em salde para
procedimentos a serem adotados para a vigilancia da Febre do virus Zika e de outros
arbovirus no Brasil, o tempo ideal de coleta ap6s o 0Obito € de oito & doze horas no
maximo (BRASIL, 2016a), sendo que estas amostras devem ser armazenadas a -70°C
até o processamento (BRASIL, 2016b).

Além disso, o material trabalhado foi recebido em 2015 para que fosse feita
pesquisa de VFA. Embora tenha sido adequadamente armazenado (-70°C) nas
dependéncias do IEC desde o seu recebimento, o material recebido passou, em um
primeiro momento, por descongelamentos a fim de se fornecer informacdes laboratoriais
para a vigilancia epidemiologica de VFA, sendo descongelados novamente um ano
depois para a realizacao desta pesquisa, o que poderia implicar na queda de viremia
presente nessas amostras tornando o material genético viral indetectavel.

Métodos moleculares como o RT-PCR convencional e o RTQPCR em tempo
real, apresentam boa sensibilidade e especificidade, contudo a efetividade destes
ensaios depende do condicionamento adequado das amostras trabalhadas. No caso
de amostras de tecido, sendo desta natureza a maior parte das amostras utilizadas
neste estudo, € preferencial que as amostras sejam processadas imediatamente
apo6s serem obtidas para que ndo haja perda da concentracéo e qualidade do RNA
(MICKE et al., 2006). Apesar do viés do congelamento, a qualidade das amostras
para o processamento por RT-gPCR foi garantida por meio da adocédo do controle
interno enddgeno, por meio do qual foi possivel inferir a partir da sua detecg¢ao, que
as amostras biolégicas estavam aptas para analise, porém, existe a possibilidade de
queda de viremia.

Diferentemente de nosso estudo, Favoretto et al. (2016) podem ter detectado a
presenca do VZIK em PNH, considerando o acompanhamento realizado durante todo
0 processo, desde a coleta do sangue, que foi o material utilizado, até o processamento
pelo RT-gPCR, podendo assim, ter ocorrido maior preservacédo do material genético
dos virus contidos naquelas amostras.

Também é importante analisar que determinados arbovirus apresentam baixa
viremia em PNH, motivo pelo qual se observam pouco ou nenhum sinal de infec¢ao
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nestes animais (ZOMPI; HARRIS, 2012), bem como estudos experimentais de
inoculacéo do VZIK em PNH demonstraram a auséncia de sintomas pés-inoculagéo
(WALDOREF et al., 2016). Este fator somado aos fatores citados anteriormente,
podem dificultar a deteccao viral. Portanto, pela possibilidade de inadequacéo das
amostras devido a coleta tardia, seriam necessarios estudos de imunohistoquimica
para complementar a investigacao pela pesquisa de antigenos do VZIK e Alphavirus
no tecido fixado em formol.

Os resultados negativos, obtidos neste estudo ndo excluem a importancia de que
estudos de vigilancia continua em PNH continuem sendo realizados visto que ja foi
comprovada circulagao de VZIK em PNH no Brasil, especialmente na regido nordeste
,onde foram realizados os estudos de Favoretto e colaboradores, que detectaram
o genoma do VZIK em amostras de sangue de PNH em 2016, bem como ja foram
encontradas evidéncias sorologicas de circulagéo tanto do VZIK quanto de Alphavirus
em PNH desta mesma regiao, em 2017 (MOREIRA-SOTO et al., 2018) sinalizando
assim a importancia da vigilancia nesses animais (GALVAO-BUENO et al., 2016).

Considerando a participacédo dos PNH nos ciclos de manutencéo silvestre de
Alphavirus cuja circulagdo é confirmada no pais, como o VCHIK e o VMAY, o surto de
VCHIK ocorrido em 2014, e a evidéncia sorologica destes virus em PNH detectada por
Moreira-Soto e colaboradores em 2017, o presente estudo reafirma a necessidade de
realizacéo de estudos de vigilancia para deteccao destes virus em PNH, fundamentando
a importancia destes, como animais sentinelas.

O estudo realizado por Favoretto et al. (2016), trabalhou com amostras coletadas
em periodo préximo a coleta do material trabalhado no presente estudo, sugerindo que
poderia ser detectado a presenca do VZIK nestas amostras. Portanto, este achado,
sugere que o VZIK pode estar desenvolvendo um processo adaptativo que possibilite
sua manutencdo em um ciclo silvestre. O estudo de Moreira-Soto et al. (2018), no
entanto, ndo conseguiu detectar o genoma viral, porém, tratando-se de amostra de
soro, foi possivel realizar sorologia e encontrar evidéncias de que houve contato dos
PNH analisados, com o VZIK e com Alphavirus. Ressaltamos a importancia da vigilancia
para a melhor compreenséao do ciclo de manutencéo destes arbovirus no Brasil, para
que medidas profilaticas sejam tomadas no momento e locais certos a fim de ser
reduzir o niumero de casos de doencas causadas por estes e, consequentemente, as
sequelas causadas na populacéo brasileira.

51 CONCLUSAO

Embora, tenhamos observado resultados negativos para o VZIK na amostragem
analisada por RT-qPCR, néo se pode eliminar a possibilidade de circulagcao de VZIK
e Alphavirus entre os PNH do Brasil, uma vez que, ja foi comprovada a infeccéo por
VZIK em PNH silvestres do nordeste do pais no inicio do ano de 2016, o que sugere
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a necessidade de se efetuar a vigilancia mais frequente e direcionada para o VZIK
entre estes animais. Além disso, por se tratar de uma regido endémica, estudos dessa
natureza sao fundamentais para o monitoramento da dispersao e da adaptacao desses
arbovirus a diferentes hospedeiros na natureza.
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RESUMO: A leishmaniose visceral canina (LVC)
€ uma antropozoonose globalizada, sendo o
Brasil um dos paises mais afetados. A doenca
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€ causada pelo protozoario Leishmania chagasi
e é transmitida por insetos flebotomineos a
varios mamiferos, inclusive o homem, sendo
0 cédo o principal reservatorio doméstico do
parasito. Dois caes foram atendidos no Hospital
VeterinariodaUniversidade Estadualde Londrina
com histérico, sinais clinicos e resultados
laboratoriais compativeis com LVC, entre
estes se destacaram: poliartrite, onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, linfoadenomegalia,

emagrecimento, alteracoes cutéaneas,
febre, anemia, trombocitopenia, leucopenia,
hiperproteinemia e hipoalbuminemia. Ambos
eram de procedéncia externa ao Parana e
foram diagnosticados subsequentemente com
LVC. Apo6s notificagcédo a vigilancia sanitaria,
foram eutanasiados.

PALAVRAS-CHAVE: doenca

antropozoonose, Calazar canino.

sistémica,

CANINE VISCERAL LEISHMANIOSIS

ABSTRACT: Canine visceral leishmaniasis
(CVL) is a globalized anthropozoonosis, with
Brazil being one of the most affected countries.
The disease is caused by the protozoan
Leishmania chagasi and is transmitted by
phlebotomine insects to several mammals,
including man, with the dog being the main
domestic reservoir of the parasite. Two dogs
were treated at the Veterinary Hospital of the

Capitulo 8




State University of Londrina with a history, clinical signs and laboratory results compatible
with CVL, among them were: polyarthritis, onychogriffosis, hepatosplenomegaly,
lymphadenomegaly, weight loss, skin changes, fever, anemia, thrombocytopenia,
leukopenia, hyperproteinemia and hypoalbuminemia. Both were from outside Parana
and were subsequently diagnosed with CVL. After notification to the health surveillance,
they were euthanized.

KEYWORDS: systemic disease, anthropozoonosis, canine Calazar.

11 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) ou Calazar canino € uma antropozoonose
que atualmente esta incluida entre as seis mais importantes endemias do mundo,
sendo o Brasil um dos trés paises mais acometidos, que concentra 90% dos casos da
Ameérica Latina (FEITOSA et al., 2000; SILVIA e SANTOS, 2011).

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) constitui um grave problema de saude
publica devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, ao elevado numero de casos € a
gravidade de suas formas clinicas, sendo que a doenca esta em franca expanséao, nao
se limitando mais a ambientes rurais e silvestres e se expandindo para areas urbanas
(FEITOSA et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2012; MARCONDES e ROSSI, 2013;
SHOKRI et al., 2017).

A partir dos anos noventa, os estados do Para e Tocantins (regidao norte),
Pernambuco (nordeste), Mato Grosso do Sul (regido centro-oeste), Minas Gerais e
Sao Paulo (regiao sudeste) passaram a se destacar nas estatisticas da LV no Brasil.
Ha também relatos da doenca no Sul (FIGUEIREDO et al., 2012; SILVIA e SANTOS,
2011; MARCONDES e ROSSI, 2013; BRITO et al., 2016).

A doenca é causada pelo protozoario Leishmania chagasi e é transmitida por
insetos flebotomineos (Lutzomyia longipalpis) a varios mamiferos, inclusive o homem,
sendo o cdo o principal reservatorio doméstico do parasito e o principal responsavel
pelo ciclo de manutencéo da doenca. A evolugéo é lenta, com inicio insidioso, sendo
0s sinais clinicos mais observados: febre, emagrecimento, alopecia, lignificacéo,
crostas, Ulceras, onicogrifose, hiperpigmentacéo linfonodomegalia, esplenomegalia e
alterac6es oculares (FEITOSA et al., 2000; DA SILVA et al., 2017).

O diagnoéstico da doenca pode ser feito por exame direto de aspirados de
orgaos linfoides, tais como linfonodos ou medula 6ssea, por exames sorologicos,
imunoldgicos ou de biologia molecular, como a reagédo em cadeia da polimerase (PCR)
(CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2015; PEIXOTO et al., 2015; FRAGA et al. 2016;
TRAVI et al., 2018).

O objetivo deste artigo € relatar dois casos de leishmaniose visceral em caes da
cidade de Londrina — Parana.
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2| RELATO DE CASOS

Caso 1

Um céo, fémea, pinscher, de dois anos de idade, foi atendida no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Londrina — UEL, (PR), com histérico e sinais
de: émese, tetraparesia, hipotricose, glaucoma, congestdao conjuntival e opacidade
corneana bilateral, onicogrifose, hepatoesplenomegalia, linfoadenomegalia e poliartrite.
A evolucgdo foi progressiva em trés meses.

O animal era precedente do estado de Mato Grosso, estando em Londrina ha
trés anos. Havia sido tratada sem resposta com antifungicos, para a dermatopatia.

Foram realizados exames hemograma, bioquimica sérica, urinalise, exame
radiografico de membros, citologia de aspirado de linfonodos e sorologia para LVC.
Foram constatados anemia, trombocitopenia, proteinuria, hiperproteinemia com
hipoalbuminemia; sugestiva de hiperglobulinemia (Tabela 1).

No exame radiografico, constatou-se fratura em consolidagdo em radio direito;
nas articulagcées foram notadas diminuicdo da radiopacidade, distensdo da capsula
articular e doenca degenerativa erosiva.

Na citologia do aspirado de linfonodo, identificou-se grande quantidade de
leishmania em macréfagos e na sorologia, pelo método imunofluorescéncia-lgG,
observou-se titulagéo 1:160. O diagnostico foi LVC.

Caso 2

Uma teckel, de sete anos de idade foi atendida apresentando trés nodulacées
(cerca de 0,5 cm) e trés tumores cutaneos e subcuténeos firmes (cerca 5 cm de
diametro) nao ulcerados e indolores, focos de alopecia, seborreia seca, onicogrifose,
emagrecimento, febre, linfoadenomegalia submandibular e poplitea, espirros,
secrecoes oculares serosas. O animal era oriundo da cidade de Aragatuba — SP.

Foram realizados hemograma, bioquimica sérica, urinalise, citologia de aspirado
de linfonodos e ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) para LCV. Foram
constatados anemia normocitica normocrémica, leucopenia intensa, trombocitopenia
intensa (raras) e hiperproteinemia (Tabela 1). Na citologia do aspirado de linfonodo
identificou-se leishmania em macréfagos. O exame de ELISA teve resultado positivo,
confirmando o diagnostico de LVC.

Parametros Laboratoriais Caso 1 Caso 2
Volume globular (%) 25 28
Plaquetas (nUmero/uL) 180.000 Raras
Leucécitos (numero/ul) 12.300 1.300
Proteina total (g/dL) 9,5 9,7
Albumina (g/dL) 1,5 -

Tabela 1. Resultados hematolégicos (hemograma e bioquimico sérico) de dois pacientes
caninos com leishmaniose visceral.

Fonte: O proprio autor.
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Apoés a confirmagéo do diagnostico, em ambos os casos, a vigilancia sanitaria foi
notificada e os animais eutanasiados.

31 DISCUSSAO

Febre, onicogrifose, linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, alteragdes
oculares e cutaneas, emagrecimento, anemia, trombocitopenia, proteindria,
hiperproteinemia com hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, sdo achados frequentes
na LCV e foram identificados nos casos relatados, embora sejam inespecificos
(FEITOSA et al., 2000; DA SILVA et al., 2017).

A doenca resulta em hiperativacdo da resposta imune humoral que hipertrofia
os 6rgaos linfoides (notado nos casos 1 e 2), mas nao é protetora, ja que o parasito é
intracelular, além disso e a diminuicao da resposta imune celular predispbe o paciente
a infeccoes (RODRIGUES et al., 2013).

O depésito de imunocomplexos ocorre em todos os tecidos e provoca inflamacgao,
resultando em gastrite ou hepatite, que poderiam ter ocasionado os episédios de
émese do caso 1; dermatites, provocando hipotricose ou alopecia e seborreia (casos 1
e 2); alteracdes oculares (casos 1 e 2), como ceratite e glaucoma; sindrome nefrotica,
resultando em hipoalbuminemia (caso 1); vasculite, desencadeando hemolise
imunomediada, possivel responsavel pela anemia e trombocitopenia por consumo
plaguetario (provaveis nos casos 1 e 2) (FEITOSA et al., 2000; RODRIGUES et al.,
2013; DA SILVA et al., 2017).

A impoténcia funcional dos membros da paciente 1 poderia ser resultado da
poliartrite (consequéncia de sinovite imunomediada) e ostedlise (por extensdo da
inflamacao sinovial) ou por neurite, vasculite e hemorragias no sistema nervoso
(BLAVIER et al., 2001).

A onicogrifose (notada em ambos os casos) é secundaria ao hiperestimulo
sobre a matriz ungueal pela agéo parasitaria (FEITOSA et al., 2000). As nodulagbes
e tumores da paciente 2 seriam formadas pela multiplicagdo das formas amastigotas,
gerando granulomas (BLAVIER et al., 2001).

Os diagnésticos dos casos foram realizados de acordo com o preconizado por
diversos autores, a saber, exame direto de amostra de aspirado de linfonodo e exame
sorologico (caso 1) e exame direto de amostra de aspirado de linfonodo e ELISA (caso
2) (CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2015; PEIXOTO et al., 2015; FRAGA et al.
2016; TRAVI et al., 2018).

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 8




4|1 CONCLUSOES

Além do histérico e evidéncias do exame fisico, o clinico deve estar atento sobre
a procedéncia do animal. Esses dados somados a origem dos pacientes de regides
endémicas para LVC direcionaram para a pesquisa em exames complementares,
permitindo o correto diagnéstico. E valido ressaltar que trata-se de uma zoonose de
comunicacéao obrigatoria.
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RESUMO: Dentre as principais helmintoses
que acometem os equinos, destaca-se a
habronemose, também conhecida como “ferida
de verao” ou “esponja”, € uma doenca causada
por larvas dos nematoides adultos Habronema
spp. e Drashia megastoma, que apresentam
ciclo evolutivo indireto, usando como vetor
a mosca doméstica (Musca domestica) e a
mosca dos estdbulos (Stomoxys calcitrans).
Normalmente, estas larvas sao ingeridas pelos
equideos, ou depositadas proximo aos olhos ou
em feridas na pele, causando a habronemose
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cuténea que caracteriza-se por uma intensa proliferacéo de tecido granulomatoso que
nao cicatriza. Foi atendido em uma fazenda no municipio de Satuba-AL, um equino,
macho, 9 anos, daraga Mangalarga machador, 419 kg, com uma neoformacéo cuténea,
de aproximadamente 7 cm, firme, de superficie ulcerada e aspecto granulomatoso,
aparentemente aderido ao tecido subcutédneo na regiao dorso palmar (quartela) no
membro anterior direito. Os achados histopatologicos foram compativeis com tecido
de granulagdo associado a larvas de nematoide (sugestivo de Habronema spp.) e a
les&o sugestiva de habronemose. A habronemose equina é responsavel por grandes
prejuizos financeiros no cenario da equideocultura. O diagnostico da habronemose
cutédnea pode ser realizado a partir do historico do animal e dos achados clinicos
encontrados pelo médico veterinario, assim como pelo encontro e identificacao de larvas
em raspado de pele ou biépsia. Conclui-se que para um animal ndo ser acometido por
essa afeccéo deve-se observar as feridas e trata-las de forma correta e o mais rapido
possivel, evitando a contaminagéao por moscas além de ser indispensavel fazer o uso
de um programa sanitario para dar um destino correto as fezes produzidas diminuindo
a incidéncia dos vetores, além de fazer uso de vermifugos para combater o parasita
no estbmago dos animais, evitando uma infestagdo na propriedade.
PALAVRAS-CHAVE: Habronema, Habronemose cutéanea, Equino.

CUTANEOUS HABRONEMOSIS IN A MANGALARGA MARCHADOR BREED: CASE
REPORT

ABSTRACT: Among the main endoparasites that affect horses, habronemosis,
also known as “summer wound” or “sponge”, is a disease caused by larvae of adult
nematodes Habronema spp. and Drashia megastoma, which have a cycle indirect
evolutionary, using as vector the domestic fly (Musca domestica) and the stables fly
(Stomoxys calcitrans). Usually, these larvae are ingested by equidae, or deposited near
the eyes or in skin wounds, causing cutaneous habronemosis, which is characterized
by an intense proliferation of granulomatous tissue that does not heal. A 9-year-old male
mangalarga machador equine was treated at a farm in the municipality of Satuba-AL,
with a cutaneous neoformation of approximately 7 cm, firm, with an ulcerated surface
and a granulomatous aspect apparently adhered to the tissue in the lower palmar
region (barracks) in the right anterior limb. Histopathological findings were compatible
with granulation tissue associated with nematode larvae (suggestive of Habronema
spp.) and habronemosis-suggestive lesion. Equine habronemosis is responsible for
large financial losses in the equideoculture scenario. The diagnosis of cutaneous
habronemosis can be made from the history of the animal and the clinical findings
found by the veterinarian, as well as by the encounter and identification of larvae in skin
scraping or biopsy. It is concluded that for an animal not to be affected by this condition
one must observe the wounds and treat them correctly and as quickly as possible,
avoiding contamination by flies and it is indispensable to make the use of a health
program to give a destination feces produced by reducing the incidence of vectors, in
addition to using vermifuge to combat the parasite in the stomach of animals, avoiding
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an infestation on the property.
KEYWORDS: Habronema, Cutaneous Habronemosis, Equine.

INTRODUCAO

Os equinos sao responsaveis por hospedar dezenas de espécies diferentes de
helmintos, destacando-se aqueles que tem acesso as pastagens. Porém, a relacéo
entre parasita e hospedeiro ocorre de forma relativamente equilibrada, e a severidade
dos sinais clinicos varia de acordo com a quantidade de parasitos e situacbes como
stress e mal nutricao (FERREIRA, 2016).

Dentre as principais helmintoses que acometem o0s equinos, destaca-se a
habronemose, que apresenta uma distribuicdo global e afeta diversos paises da
Eurasia, Africa, Australia e das Américas (COLLOBERT- LANGIER, 2000). Também
conhecida como “ferida de verao” ou “esponja”, € uma doencga causada por larvas
dos nematoides adultos Habronema spp. e Drashia megastoma, que apresentam
ciclo evolutivo indireto, usando como vetor a mosca doméstica (Musca domestica)
e a mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans) (BERTONE, 2000). Normalmente,
estas larvas sao ingeridas pelos equideos, ou depositadas proximo aos olhos ou em
feridas na pele, causando a habronemose cutanea que caracteriza-se por uma intensa
proliferacao de tecido granulomatoso que nao cicatriza (MURO et al., 2008).

As larvas adultas sdo encontradas normalmente no estémago do animal em
uma camada de muco aderida na mucosa, podendo ou ndo invadir as glandulas
gastricas (SANTOS; ALESSI, 2016). Essas larvas depositam ovos e larvas imaturas
que sao excretadas juntamente com as fezes do animal. No ambiente, estas larvas
séo ingeridas por larvas do hospedeiro intermediario, ocorrendo o desenvolvimento
de ambas concomitantemente. O hospedeiro intermediario adulto pode depositar a
larva infectante ao redor da boca do equino, que deglute o parasita (McGAVIN, 2009;
DURO, 2010).

No estbmago do animal, a larva infectante amadurece e novamente chega ao
estagio adulto. Na forma cuténea da doenca, as larvas sao depositadas em feridas
superficiais da pele, onde sao incapazes de completar o ciclo evolutivo, no entanto,
supde-se que as larvas mortas desencadeiam um processo de hipersensibilidade
no organismo do animal (BERTONE, 2000). Os animais apresentam lesdo nodular
unica ou multipla na pele, acompanhada quase sempre de tecido de granulagéo e séo
geralmente localizadas nos membros, canto medial do olho, prepucio, comissura labial,
processo uretral do pénis e regidao ventral do tronco. A leséo comega como pequenas
papulas com centro erodido. O desenvolvimento € rapido e as lesées podem atingir 30
cm de diametro em poucos meses (SANTOS; ALESSI, 2016).

No inicio ocorre prurido intenso e isso pode levar ao autotraumatismo, em seguida
temos um granuloma castanho avermelhado nao cicatrizante e mais tarde a lesao
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pode se tornar fibrosa e inativa (MURO et al., 2008). Essas lesdes nao cicatrizam
devido a presenca das larvas que nado completam seu desenvolvimento, mantendo
o processo inflamatoério ativo (BERTONE, 2000). O diagnéstico da habronemose
cuténea se baseia principalmente na observacao e identificacéo da larva no raspado
de pele ou na biépsia da lesao (SILVA, 2017).

Existem varios procedimentos clinicos e cirargicos que podem ser adotados para
o tratamento da habronemose, com base nisso, este relato tem por objetivo apresentar
um caso de habronemose cutdnea, em um equino da raga Mangalarga Marchador,
atendido no municipio de Satuba-AL.

RELATO DE CASO

Foi atendido em uma fazenda no municipio de Satuba-AL, um equino, macho,
pelagem castanha, 9 anos, da raca Mangalarga machador, 419 kg. Foram realizados
os exames fisicos e diagnosticos como o histopatoloégico e hemograma. Ao exame
clinico geral e no hemograma o animal apresentava-se saudavel, sem alteracbes
dignas de nota e no exame especifico foi observado uma neoformacéo cutanea,
de aproximadamente 7 cm, firme, de superficie ulcerada e aspecto granulomatoso,
aparentemente aderido ao tecido subcutédneo na regiao dorso palmar (quartela) no
membro anterior direito (Figura 1).

Figura 1: Neoformagéao cutanea, na regidao dorso palmar (quartela) no membro anterior direito.

Fonte: Arquivo pessoal.

O animal estava sendo medicado pelo tratador ha aproximadamente 2 meses
com 10 mL de Ivomec® (lvermectina 1%, via oral), 8 mL de Detomax® (Doramectin
1%, por via intramuscular), limpeza da ferida com agua e sabao e spray repelente.

Nos achados microscépicos foram encontrados Os cortes histologicos
demonstram lesdo néo encapsulada, ndo delimitada e formada proliferacao de tecido
conjuntivo frouxo, fibroblastos e neovascularizacdo que se organiza em direcao
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perpendicular a superficie da leséo (tecido de granulagcédo). Ha acentuada quantidade
de eosindfilos e células gigantes e multinucleadas infiltrando difusamente o tecido
onde, por vezes, é possivel observar cortes transversais e longitudinais de larvas
de nematoides em fase avancada de necrose. Os achados histopatolégicos foram
compativeis com tecido de granulacdo associado a larvas de nematoide (sugestivo de
Habronema spp.) e a lesao sugestiva de habronemose.

Apos a confirmacao, realizou-se a limpeza diaria da ferida, com agua e clorexidina
degermante a 2%, em seguida foi utilizado o sulfato de cobre associado a pomada
alantol® (alantoina e 6xido de zinco) e isolamento da ferida com bandagem. Administrou-
se também, por via oral, um vermifugo a base de ivermectina, praziquantel e ranitidina
(Handicap Equinos®), uma vez por semana, no total de 5 aplica¢ées. Utilizou-se ainda,
acetato de isoflupredona (SILCORT, vansil, 0,05 mg/kg), via intramuscular, a cada 3
dias, no total de 4 aplicagdes.

DISCUSSAO

A habronemose equina é responsavel por grandes prejuizos financeiros no
cenario da equideocultura, condicdo que é agravada em paises de clima tropical,
devido a menor rendimento nas atividades de esporte e tracao, alteragdo morfologica e
perfil estético dos animais acometidos (MOTTA, 2020). O diagnéstico da habronemose
cutédnea pode ser realizado a partir do historico do animal e dos achados clinicos
encontrados pelo médico veterinario, assim como pelo encontro e identificacdo de
larvas em raspado de pele ou bidpsia.

Para o tratamento e profilaxia da afeccé&o primeiramente é necessario minimizar
o quadro inflamatorio instalado na ferida, eliminar o Habronema adulto do estémago
e reduzir a populacdo de moscas hospedeiras. O tratamento tem como finalidade
reduzir o tamanho das lesdes, diminuir a inflamacao e evitar reinfestacdo. O uso de
corticoides tem sido utilizado em diversos protocolos com sucesso para o tratamento
da inflamacdo local, como foi observado no presente relato. Considerando que
a enfermidade é sazonal, e usualmente se inicia com o aumento da populacédo de
moscas, o controle dos parasitas € de extrema importancia. Além da pratica regular de
vermifugacao, é importante adotar habitos que diminuam a prevaléncia de parasitas na
propriedade. O tratamento cirurgico € indicado em dois casos, primeiro em feridas que
nao cicatrizam e, segundo em noédulos calcificados que causem transtornos estéticos
(MURO, 2008), porém neste relato nao foi necessario, visto que 0 animal se recuperou
apos a realizacao do tratamento clinico (figura 2).
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Figura 2: Resultado apds o tratamento.

Fonte: Arquivo pessoal.

CONSIDERACOES FINAIS

Por meio desse relato, podemos concluir que para um animal ndo ser acometido
por essa afec¢do deve-se observar as feridas e trata-las de forma correta e o mais rapido
possivel, evitando a contaminagéo por moscas além de ser indispensavel fazer o uso
de um programa sanitario para dar um destino correto as fezes produzidas diminuindo
a incidéncia dos vetores, além de fazer uso de vermifugos para combater o parasita
no estbmago dos animais, evitando uma infestacdo na propriedade. Independente
do protocolo de tratamento a ser seguido, apresenta-se de suma importancia um bom
manejo dos animais para que ndo ocorra atraso na cicatrizacéo da ferida, resisténcia
aos medicamentos propostos pelo médico veterinario, caso o mesmo seja usado de
maneira incorreta e até mesmo uma recidiva da afeccéo podendo levar o animal para
cirurgia.

REFERENCIAS

BERTONE, J. J. Prevalence of gastric ulcers in elite, heavy use western performance horses.
Proceedings of the 46th Annual AAEP Convention, v. 46, 2000.

COLLOBERT- LAUGIER, C. et al. Prevalence of stomach nematodes (Habronema spp., Draschia
megastoma and Trichostrongylus axei) in horses examined post mortem in Normandy. Revista de
Medicina Veterinaria, v. 151, n. 2, p. 151 — 156, 2000.

DURO, L.S.L.S. Parasitismo gastrintestinal em animais da Quinta Pedagégica dos Olivais.
Especial referéncia aos mamiferos ungulados. 2010. Dissertagéo (Mestrado em Medicina
Veterinéria) - Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa.

FERREIRA, M. S. Parasitas gastrintestinais em equinos com aptidao de trabalho e desporto no
distrito de Santarém, Portugal. 2016. Dissertagcdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade
de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa, Lisboa.

McGAVIN, M. D. Bases da patologia em veterinaria. 4. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2009.

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 9



MOTTA, R. G. Habronemose equina, ferida de verao ou “esponja”, 2020. Disponivel em: < https://
noxon.com.br/habronemose-equina-ferida-de-verao-ou-esponja/>. Acesso em: 9 mar. 2020.

MURQO, L. F. F. et al. Habronemose cutanea. Revista eletronica de medicina veterinaria, n. 11,
2008.

SANTOS, R. L.; ALESSI, A. C. Patologia Veterinaria. 2. ed. Sdo Paulo: Roca, 2016.

SILVA, O.T. et al. Habronemose cutanea equina - relato de caso. Revista cientifica de Medicina
Veterinaria. n. 29, 2017.

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 9



CAPITULO 10

TOPOGRAFIA VERTEBROMEDULAR DE CATETO

Data de aceite: 15/05/2020

Marta Adami
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), Instituto de Biociéncias

Campo Grande — MS
Rafael da Silva Carmo Neto

Universidade Federal da Bahia (UFBA), Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Salvador, Ba

Ana Elisa Fernandes de Souza Almeida
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Salvador, Ba

Marcia Maria Magalhaes Dantas de Faria
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Salvador, Ba

Ricardo Diniz Guerra e Silva
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Salvador, Ba

Maria das Gracas Farias Pinto
Universidade Federal da Bahia (UFBA), Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Salvador, Ba

RESUMO: O Género Tayassu abriga duas
espécies, o cateto (Pecari tajacu) e o queixada
(Tayassu pecari). Obtivemos cinco cadaveres
de cateto para dissecacdo e descri¢cdo in situ
das caracteristicas da medula espinal e relagcoes
com a coluna vertebral. As vértebras e os nervos
espinais cervicais, toracicos, lombares, sacrais
e caudais foram identificados e quantificados.
O cateto apresentou 33 pares de nervos
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(Pecatri tajacu Linnaeus, 1758)

espinais: 8, 14, 5, 3, +3 cervicais, toracicos,
lombares, sacrais e caudais respectivamente,
correspondendo as 7, 14, 5, 3 e +3 vértebras
cervicais, toracicas, lombares, sacrais e
caudais. A medula espinal estendeu-se da
transicdo atlantoccipital até a quinta vértebra
lombar. Os segmentos medulares cervicais e
toracicos restringiram-se as regides cervical e
toracica da coluna vertebral respectivamente,
enquanto os segmentos espinais lombares,

sacrais e caudais deslocaram-se cranialmente

e localizaram-se na regidao Ilombar da
coluna vertebral. Recomendamos o espaco
interarqueadolombossacral como local de

escolha para a realizacdo de anestesias
meningeas em cateto. A autorizagdo para
a execucao da pesquisa foi obtida pelo
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO-/ Instituto Chico
Mendes de Conservacdo em Biodiversidade —
ICMBio-/ Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis —IBAMA-
pesquisa nimero 45032 e pelo Comité de Etica
no Uso de Animais- CEUA-/Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia -EMEVZ- Universidade
Federal da Bahia “UFBA-.

PALAVRAS-CHAVE:

espinal; sistema nervoso; vértebra

anatomia; medula
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TOPOGRAPHY ANATOMY OF SPINAL CORD IN COLLARED PECCARY (Pecari
tajacu Linnaeus, 1758)

ABSTRACT: The Genus Tayassu has two species: collared peccary (Pecari tajacu)
and white-lipped peccary (Tayassu pecari). Five collared peccary specimens were
obtained for dissection, description of in situ spinal cord and relationships with the
vertebrae. Analyses included identification and quantification of cervical, thoracic,
lumbar and sacral spinal nerves and vertebrae. The collared peccary presented 33
pairs of spinal nerves: 8, 14, 5, 3, and +3 cervical, thoracic, lumbar, sacral and caudal
pairs, respectively, corresponding to 7, 14, 5, 3 and +3 cervical, thoracic, lumbar, sacral
and caudal vertebrae. The spinal cord extended from the atlanto-occipital junction to
the fifth lumbar vertebra. The cervical and thoracic cord segments were restricted
to the cervical and thoracic vertebrae, while the lumbar, sacral and caudal spinal
segments were displaced cranially and lay in the lumbar vertebrae. We recommend the
lumbosacral space as the site of choice for administering caudal epidural anaesthesia
in peccary. Project was approved by System of Authorization and Information in
Biodiversity (SISBIO) number 450342, and released by the Committee on Ethics in
the Use of Animals (CEUA), School of Veterinary Medicine and Zootechny (EMEVZ),
Federal University of Bahia (UFBA).

KEYWORDS: anatomy; nervous system; spinal cord; vertebra

INTRODUGCAO

O género Tayassu abriga duas espécies, o cateto (Pecari tajacu) e o queixada
(Tayassu pecari). Dos suideos neotropicais pertencentes a Familia dos Tayassuideos,
o cateto é o que tem a maior distribuicdo no continente americano, aparecendo nos
Estados Unidos, México, América Central, Coldmbia, Equador, Peru, Venezuela,
Paraguai, Bolivia, Brasil e Argentina. No Brasil, o cateto € encontrado em todos os
principais biomas: Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga e Amazoénia (OLIVER,
1993; SOWLS, 1997).

O cateto é a menor das espécies da Familia Tayassuidae, pesando entre 20
a 30 Kg e sua principal caracteristica esta no colar de pelos brancos ao redor do
pescocgo, € nos pelos que revestem o corpo que s&o mesclados de cinza e preto.
Atualmente é um animal de interesse econdmico, ja que sua criagcdo é uma atividade
rentavel, a espécie apresenta boa adaptacao aos cativeiros, a carne é apreciada para
0 consumo humano, além do aproveitamento do couro, muito bem cotado no mercado
internacional (SANTOS et al., 2009).

Em animais silvestres ha estudos registrados sobre a topografia vertebromedular
em veado-catingueiro, Mazama gouazoubira (LIMA et al., 2010), sagui-de-tufo-branco,
Callithrix jacchus (SILVA et al., 2013), jabuti-de-pata-vermelha, Geochelone carbonaria
(CARVALHO et al., 2011), irara, Eira barbara (ADAMI et al., 2015) e quati, Nasua
nasua (GREGORES, 2006).
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Nos cinco exemplares dissecados, foram descritas as caracteristicas da medula
espinal in situ e relagdes com a coluna vertebral; identificagdo e quantificacdo dos
nervos espinais cervicais, toracicos, lombares e sacrais. A origem medular dos nervos
espinais com a respectiva emergéncia pelos forames intervertebrais foi descrita nas
regides cervical, toracica, lombar e sacral da coluna vertebral, além da determinacéo
do término da medula espinal.

A clinica e a cirurgia de animais silvestres exigem o acesso a informacdes
sobre a biologia de animais silvestres, pois cada espécie apresenta especificidades
morfolégicas. Dados sobre a topografia vertebromedular de cateto servirdo como
subsidios para auxiliar profissionais da area e também como base para pesquisas
posteriores em outras espécies de animais domésticos e silvestres.

MATERIAL E METODOS

A autorizacao para a execuc¢éao da pesquisa foi obtida pelo Sistema de Autorizacéo
e Informacé&o em Biodiversidade — SISBIO-/ Instituto Chico Mendes de Conservagao
em Biodiversidade — ICMBio-/ Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis —IBAMA- pesquisa nimero 450342-1 e pelo Comité de Etica
no Uso de Animais- CEUA-/Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia -EMEVZ-
Universidade Federal da Bahia —UFBA-. Seis animais foram adquiridos no Criadouro
Fazenda Gongolo, localizado no municipio de Irecé, Ba. Para a eutanasia, procedeu-
se a sedacao e imobilizacdo dos animais aplicando-se via intramuscular xilazina 2mg/
Kg IM. Obtida a prostracao, injecao intravenosa de pentobarbital sddico a 3% na dose
de 40mg/Kg foi aplicado em cada animal. Os cadaveres foram formolizados via artéria
carétida comum com soluc&o tamponada de formaldeido a 10%. Os cadaveres foram
transportados até a UFBA, EMEVZ, Setor de Anatomia Veterinaria, onde a pesquisa
foi desenvolvida.

Na primeira etapa da dissecacéo foi retirada a musculatura epaxial das regides
cervical, toracica, lombar e sacral da coluna vertebral para a exposicao, identificacao
e contagem das vértebras. Em sequéncia, foram retirados os arcos vertebrais do
antimero esquerdo das respectivas regides para a visualizacdo da medula espinal e a
origem dos nervos espinais e posterior comparagéo com a emergéncia de seus pares
no antimero direito.

RESULTADOS

O cateto apresentou 33 pares de nervos espinais: 8, 14, 5, 3, +3 cervicais,
toracicos, lombares, sacrais e caudais respectivamente, correspondendo as 7, 14,
5, 3 e +3 vértebras cervicais, toracicas, lombares, sacrais e caudais. Os segmentos
medulares cervical e toracico localizaram-se respectivamente nas regides cervical e
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toracica da coluna vertebral e os segmentos lombares, sacrais e caudais na regido
lombar da coluna vertebral (Tabela 5).

E1 E2 E3 E4 E5
SC VC1 a vCe/ VC1 a VC6/ VC1aVCé VC1 a VC6/ VC1aVC7
VC7 VC7 VC7
ST VC7aVTi14 VC7aVT14 VC7NTH a VC7 a VT14/ VC7NT1 a
T14/VLA VL1 VT4/VLA
SL VL1 aVL4 VL1 a VL3/ VL1aVL3/VL4 VL1 aVlL4 VT14/VL1 a
VL4 VL3/VL4
SS VL4aVlL5 VL4 VL4 VL4 a VL5 VL4

Tabela 5-Topografia dos segmentos medulares da medula espinhal de cateto.

SC: segmento cervical; ST: segmento toracico; SL: segmento lombar; SS: segmento sacral: VC:
vertebra cervical; VT: vertebra toracica; VL: vertebra lombar.

A medula espinal estendeu-se da transicédo atlantoccipital até a quinta vértebra
lombar. Na regido cervical observamos deslocamento cranial a partir do sexto nervo
espinal cervical em 80% dos espécimes (E1, E2, E3, E4), com origem no nivel da quinta
vértebra cervical, entretanto, o exemplar E5, correspondente aos 20% restantes, foi o
unico a apresentar deslocamento cranial a partir do sétimo nervo cervical, com origem
na sexta vértebra cervical. A continuidade do deslocamento cranial estendeu-se até o
oitavo nervo espinal cervical (Fig. 1, Tabela 1)

Origem E1 E2 E3 E4 E5
NC6 VC5 VC5 VC5 VC5 VC5/VC6
NC7 VC5 VCe6 VC5 VC5/ VC6

VC6
NC8 VCeé/ VvCe/ VCeé vCe/ VC7
VC7 VC7 VC7

Tabela 1- Topografia vertebromedular da regido cervical de cateto.

E: exemplar; NC: nervo cervical; VC: vértebra cervical.

Na regido toracica os nervos espinais toracicos apresentaram origem na vértebra
antecedente, dando continuidade ao deslocamento cranial iniciado no segmento
cervical, porém notamos que o deslocamento diminuiu e 0s nervos espinais passaram
a se originar na vértebra respectiva a partir do décimo nervo espinal toracico em 40%
dos espécimes e, a partir do décimo primeiro nervo, 100% dos espécimes apresentaram
origem no nivel da vértebra respectiva, mantendo-se a equivaléncia com a respectiva
vértebra até o décimo quarto nervo espinal toracico (Tabela 2).
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Origem
NT10
NT11
NT12
NT13
NT14

E1
VTI/NT10
VT11
VT12
VT13
VT14

E2 E3 E4
VT10 VT10 VTIO/VT10
VT11 VT11 VT11
VT12 VT12 VTi12
VT13 VT13 VT13
VT14 VT14/VLA VT14/VLA

Tabela 2- Topografia vertebromedular da regido toracica de cateto.

NT: nervo toracico; VT: vértebra toracica; VL: vértebra lombar.

E5
VTI/NT10
VT11
VT12
VT13
VT14/VLA

Para a regido lombar, observamos deslocamento cranial de nervos espinais
lombares em todos os exemplares analisados. Em 40% dos espécimes (E1 e E4) o
deslocamento cranial ocorreu a partir do quinto nervo espinal lombar. Nos exemplares
E2 e E3 o deslocamento cranial iniciou-se a partir do terceiro nervo espinal. O exemplar
E5 apresentou deslocamento cranial em todos os nervos lombares (Tabela 3). O espaco
interarqueado lombossacral apresentou-se amplo e com expressiva quantidade de
tecido conjuntivo (Fig. 1).

NL1
NL2
NL3
NL4
NL5

E1
VL1
VL2
VL3
VL4
VL4

Tabela 3- Topografia vertebromedular da regido lombar de cateto

E2
VL1
VL2

VL2/VL3
VL3
VL3/VL4

NL: nervo lombar.

E3
VL1
VL2

VL2/VL3
VL3/VL4
VL3/VL4

E4
VLA
VL2
VL3
VL4
VL4

ES5

VT14/VLA
VL1/VL2
VL2/VL3

VL3

VL3/VL4

Figura 1-Topografia vértebro medular da regido lombossacral de cateto. A-VL2, VL3, VL4, VL5:

segunda, terceira, quarta e quinta vértebras lombares; NL1, NL2, NL3, NL4, NL5: primeiro,
segundo terceiro, quarto e quinto nervos espinais lombares; CM: cone medular. B-VS1, VS2,
VS3: primeira, segunda e terceira vértebras sacrais: *: espaco interarqueado lombossacral.

A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria

Capitulo 10




A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinaria Capitulo 10

Os trés nervos espinais sacrais originaram-se entre a quarta e quinta vértebras
lombares em todos os exemplares estudados (Tabela 4).

E1 E2 E3 E4 ES
NS1 VL4 VL4 VL4 VL4 VL4
NS2 VL4/VL5 VL4 VL4 VL4/VL5 VL4
NS3 VL5 VL4 VL4 VL5 VL4

Tabela 4- Topografia vertebromedular da regido sacral de cateto

NS: nervo sacral.

DISCUSSAO

Em cateto os cinco nervos espinais lombares, os trés sacrais e mais de trés caudais
localizaram-se na regidao lombar da coluna vertebral, topografia vertebromedular
também registrada em irara (ADAMI et al., 2015); cado (FLETCHER; KITCHELL, 1966),
coelho (SILVA et al., 2013).

Em 100% dos exemplares de cateto, a origem do quinto nervo espinal lombar
ocorreu no nivel da quarta vértebra lombar e 0s nervos espinais sacrais e caudais
situaram-se entre a quarta e quinta vértebras lombares. Em veado catingueiro, os
segmentos medulares lombares, sacrais e caudais estenderam-se caudalmente,
0 segmento lombar localizou-se entre a primeira e quinta vértebras lombares e o
segmento sacrocaudal entre a quinta vértebra lombar até a terceira ou quarta vértebra
sacral (LIMA et al., 2010). Em impala, apesar da medula espinal terminar na segunda
vértebra sacral, houve deslocamento cranial de todos os segmentos medulares a partir
do quarto nervo espinhal lombar (RAO et al.,, 1993). Em humanos o deslocamento
cranial da regido medular lombar iniciou na regido toracica, com o primeiro segmento
medular lombar no nivel da décima primeira vértebra toracica (CANBAY et al., 2014).

A porcdo da medula espinhal contendo os nervos espinhais lombares, sacrais
e caudais com situagcdo mais caudal também foi descrita em bufalos, com a porg¢éo
sacral da medula espinhal entre a quinta vértebra lombar e segunda vértebra sacral
(SHARMA; RAO, 1971). Em felinos também foi observado deslocamento caudal
de segmentos medulares na juncao toracolombar e término da medula na juncao
sacrocaudal (THOMAS; COMBS, 1962).

O conhecimento do nivel do término da medula espinal é imprescindivel para a
realiza¢do das anestesias meningeas. Em catetos indicamos o espaco interarqueado
lombossacral de acordo com o término da medula espinal, observada no nivel da
quinta vértebra lombar. Essa constatacdo também é relatada em suino (DYCE et al.,
2010), sagui-de-tufo-branco (SILVA et al., 2013), irara (BRANCO et al., 2013), ariranha
(MACHADO et al., 2009) e céo (FLETCHER; KITCHELL, 1966).




Em cateto a localizagdo dos oito segmentos medulares cervicais restringiu-se a
regido cervical da coluna vertebral, topografia também descrita em bufalo (SHARMA;
RAO, 1971) e ovino (RAO, 1990). Em veado catingueiro (LIMA et al., 2010) o oitavo
segmento medular cervical relacionou-se com a primeira vértebra toracica e em jabuti-
de-patas-vermelhas a topografia foi entre a sétima vértebra cervical e a primeira
vértebra toracica (CARVALHO et al., 2011).

Embora tenha ocorrido deslocamento cranial dos nove primeiros nervos
espinais toracicos, os segmentos medulares toracicos caudais localizaram-se no
nivel das respectivas vértebras toracicas, topografia também descrita em bufalos
(SHARMA; RAO, 1971) e cao (FLETCHER; KITCHELL, 1966). Em impala, apesar
de segmentos toracicos iniciais localizarem-se nos limites das respectivas vértebras,
houve deslocamento caudal do sexto ao décimo terceiro segmentos toracicos (RAO et
al., 1993). Em veado catingueiro o segmento medular toracico localizou-se na regiao
toracolombar da coluna vertebral (LIMA et al., 2010).

Em cateto houve deslocamento cranial de segmentos medulares cervicais,
toracicos, lombares, sacrais e caudais, no entanto os segmentos cervicais e toracicos
restringiram-se as regides cervical e toracica da coluna vertebral respectivamente. O
deslocamento cranial registrado nos segmentos medulares lombar, sacral e caudal
determinaram mudancas na localizacdo dos referidos segmentos em relacdo as
respectivas regides da coluna vertebral. Recomendamos o espaco interarqueado
lombossacral como sitio de elei¢cdo para as anestesias meningeas em cateto.
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RESUMO: Os tumores testiculares estdo em
segundo lugar nas neoplasias mais frequentes
observadas em canideos machos geriatricos.
Diversas variaveis influenciar a
etiopatogenia, incluindo idade, raca, exposicao

a agentes ambientais carcinogénicos, além da

podem

condicao criptorquidica em alguns cées. Os
sertoliomas geralmente provocam distarbios
hormonais que culminam em dermatopatias,
sindrome de feminilizacdo e ginecomastia
em decorréncia do  hiperestrogenismo.
Como objetivo sera relatado um caso raro de
sertolioma em cédo de 11 anos sem padrao
racial definido e nado criptorquidico atendido
na InseminaPet Clinica Veterinaria, Macei6-
AL. No exame fisico verificou-se que ambos
os testiculos estavam na bolsa escrotal e que
havia grande aumento do testiculo esquerdo
acompanhado de dermatite escrotral com lesao
ulcerativa. Apds exames complementares
foi recomendado orquiectomia bilateral com
ablacéo da bolsa escrotal e encaminhamento
dos 6rgéo para biopsia. O exame histologico
tubulos
seminiferos acentuadamente dilatados pela
presenca de células neoplasicas alongadas

levando ao diagnostico de sertolioma. O animal

do testiculo esquerdo evidenciou
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possuia os dois testiculos alojados na bolsa escrotal e ndo pertencia a uma raca
definida, sendo a senilidade considerada o fator desencadeante da neoplasia.
PALAVRAS-CHAVE: Reproducao, Canino, Neoplasia, Testiculos.

BENIGN SERTOLIOMA IN DOG WITHOUT RACIAL STANDARD DEFINED AND
NOT CRYPTORCHED: CASE REPORT

ABSTRACT: Testicular tumors are second in the most frequent neoplasms observed in
geriatric male canids. Several variables may influence etiopathogenesis, including age,
breed, exposure to carcinogenic environmental agents, and the cryptokyd condition
in some dogs. Sertoliomas usually cause hormonal disorders that culminate in
dermatopathies, feminization syndrome, and gynecomastia due to hyperestrogenism.
As a goal, a rare case of sertolioma in an 11-year-old dog with no defined racial pattern
and non-cryptorchidic pattern attended at the InseminaPet Veterinary Clinic, Macei6-
AL, will be reported. On physical examination it was found that both testicles were in
the scrotum and that there was a large increase in the left testicle accompanied by
scrotral dermatitis with ulcerative lesion. After complementary examinations, bilateral
orchiectomy was recommended with ablation of the scrotum and referral of organs for
biopsy. After complementary examinations, bilateral orchiectomy was recommended
with ablation of the scrotum and referral of the organs for biopsy. Histological examination
of the left testicle showed seminiferous tubules markedly dilated by the presence of
elongated neoplastic cells leading to the diagnosis of sertolioma. The animal had both
testicles lodged in the scrotum and did not belong to a defined breed, and senility was
considered the triggering factor of the neoplasm.

KEYWORDS: Reproduction, Canine, Neoplasia, Testis.

11 INTRODUCAO

Os tumores em testiculos sdo mais frequentes nos caes do que em qualquer
outro mamifero doméstico, sendo a segunda neoplasia mais incidente em cées
e correspondem a quase 90% dos tumores no trato reprodutivo masculino (JUBB;
KENNEDY; PALMER, 2016). Essas neoplasias podem se desenvolver em animais
jovens, a partir dos 3 anos de idade, mas normalmente acometem animais mais velhos
com idade média de 10 anos (NASCIMENTO; SANTOS, 2003; MEUTEN, 2016).

Aetiopatogenia destas neoplasias ainda é considerada desconhecida e complexa,
pois diversas variaveis a podem influenciar, incluindo idade, raca, exposicéo a agentes
ambientais carcinogénicos, além da condicao criptorquidica em alguns caes (CIAPUTA
et al., 2012). Algumas racas como Schnauzer Miniatura, Poodle, Lulu da Pomerénia,
Husky Siberiano, Yorkshire Terrier, Chihuahua e Boxer apresentam predisposicao
no desenvolvimento de tumores testiculares (ARGYLE; BREARLEY; TUREK 2008;
FONSECA, 2009).
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Os tumores testiculares estdo em segundo lugar nas neoplasias mais
frequentemente observadas nos canideos machos geriatricos, cujo tratamento de
eleicdo é a orquiectomia bilateral tendo em alguns casos a necessidade de realizar
a ablacao total da bolsa escrotal, apresentando comumente bons resultados para os
pacientes (FONSECA, 2009; FERNANDES, 2017).

De acordo comaorigemcelular, as neoplasias podem ser classificadas emtumores
de células germinativas (seminomas), tumores gonodais estromais (sertoliomas e
tumores das células intersticiais ou de Leydig) e mistos, sendo estes menos comum
(APPARICIO; VICENTE, 2015).

As células de Sertoli fornecem suporte mecénico para as células germinativas e
participam da sua nutricao e diferenciagao, também séo responsaveis pela producéo
da proteina ABP (androgen binding protein) que por sua vez Sao responsaveis
pela manutencdo da concentracéo elevada de testosterona no tubulo seminifero,
condicdo muito importante para a manutencdo da espermatogénese (JUNQUEIRO;
CARNEIRO, 2004). A neoplasia que deriva destas células é denominada sertolioma e
geralmente provoca disturbios hormonais que culminam em dermatopatias, sindrome
de feminilizacdo e ginecomastia em decorréncia do hiperestrogenismo (ARGENTA et
al., 2016; LOPES et al., 2019).

Os sertoliomas, seminomas e leydigocitomas costumam apresentar um
comportamento benigno (FARIA et al., 2018). A taxa de malignidade pode variar de 10
a 20% nas neoplasias das células de Sertoli, 5 a 10% nos seminomas e rareando nas
neoplasias das células intersticiais (ALBERS et al., 2009).

A incidéncia dos seminomas, sertoliomas e dos tumores da células de Leydig
€ igual, no entanto os cées criptorquidicos tém uma propensao 14 vezes maior que
caes normais de apresentar qualquer um desses tumores. Os tumores mais comuns
em criptorquidicas s&o os sertoliomas e seminomas, numa proporcao de 60% e 40%,
respectivamente. Os cées que apresentam os testiculos na bolsa escrotal podem vir
desenvolver tumores des células de Leydig numa proporgdo de 40% (APPARICIO;
VICENTE, 2015).

Nos caes criptorquidicos a prevaléncia de desenvolvimento de sertolioma nos
testiculos esquerdo ou direito estd na propor¢cdo de 1:1, enquanto nos animais nao
criptorquidicos o desenvolvimento neoplasico do sertolioma se dar numa proporcao
4:1 no testiculo esquerdo (FONSECA, 2009).

Diante do exposto sera relatado um caso raro de sertolioma em cdo de 11 anos
de idade sem padrao racial definido e n&o criptorquidico atendido na InseminaPet
Clinica Veterinaria, Maceio-AL.

2| METODOLOGIA

Um canino, sem padréao racial definido, 11 anos, pesando 18,10kg foi atendido no
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pronto atendimento da InseminaPet Clinica Veterinaria, Macei, Alagoas. Segundo a
tutora o cdo nao era sociavel com criangas, e em suas investidas no ambito domiciliar
se chocava contra a parede. Em um desses eventos comegou a apresentar um
incomodo na regi&o da bolsa escrotal ao andar e comecou a lamber muito essa regiao,
além de apresentar um aumento de volume na mesma, quadro que ja se estendia por
aproximadamente 3 meses.

No exame fisico, durante a palpacao, foi verificado que ambos os testiculos
estavam na bolsa escrotal e que havia grande aumento do testiculo esquerdo (Figura
1) acompanhado de dermatite escrotral com lesao ulcerativa, temperatura de 39,3°,
tempo de preenchimento capilar (TPC) de 2 segundos, mucosas oculares hipercoradas,
frequéncia cardiaca de 130 bpm, frequéncia respiratéria de 20 mrm.

Figura 1. Bolsa escrotal com aumento de volume.

Como exames complementares foram solicitados hemograma e bioquimico,
ultrassom toracico, abdominal e pélvico. Posterior a avaliagcdo dos exames, o paciente
foi encaminhado para realizacdo de cirurgia de orquiectomia bilateral com ablacao
total da bolsa escrotal. Apds o procedimento, o paciente foi mantido em observagao
seguido de alta médica.

Depois da resseccéo cirargica de ambos os testiculos, as estruturas testiculares
foram encaminhadas para realizacdo de bidpsia. As amostras foram processadas
rotineiramente e os cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina (HE).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos exames de hemograma e bioquimico os valores se encontravam dentro dos
parametros para a idade e raca. Na avaliacdo ultrassonografica foi visualizado ambos
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os testiculos na bolsa escrotal. O testiculo direito com parénquima testicular direito
mantido e linha mediastinal preservada, medindo cerca de 2,67 cm x 1,17 cm. Em
contrapartida, o testiculo esquerdo demonstrava menor diferenciacéo de parénquima e
media cerca de 5,30 cm x 2,5 cm. Aregiao de epididimo direito e esquerdo apresentava
importante aumento de volume, com textura heterogénea, areas cavitarias e tecido
de ecogenicidade mista. Scisleski, Souza e Witz (2019) descrevem estas mesmas
caracteristicas no exame ultrassongrafico de um tumor testicular.

Também foi visualizado que o paciente ndo apresentava linfamegalia. Segundo
Scisleski, Souza e Witz (2019), esta situacao contribui na indicacao da orquiectomia
bilateral como método cirtgico. Sendo capaz de extrair completamente o tumor e obter
resultados satisfatorios no alivio sintomatico e na melhoria da qualidade de vida do
paciente.

As caracteristicas macroscopicas dos testiculos extraidos demonstraram um
aumento consideravel de volume do testiculo esquerdo e uma hipoplasia do 6rgéao
contra lateral. O érgéo esquerdo exibia um parénquima firme, com estruturas lobulares,
muito vascularizado (Figura 2). Ciaputa et al. (2012) cita que a elevacéo da temperatura
testicular, em casos de criptorquidas, promove a degeneracédo do epitélio germinativo,
favorecendo a permanencia apenas das células de Sertoli, hipétese a ser levada em
conta devido a vascularizacéo exibida em torno do 6rgéo.

Figura 2. Testiculo direito com aumento de volume em relagéo ao esquerdo, exibindo
nodulacdes e vascularizacao superficial.

A biopsia do testiculo esquerdo evidenciou tubulos seminiferos acentuadamente
dilatados pela presenca de células neoplasicas alongadas (Figura 3, A), dispostas lado
a lado (palicada) e apoiadas sobre membrana basal de tubulos seminiferos (Figura
3, B), ocluindo todo o lumen tubular com citoplasma claro e algumas com discretas
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vacuolizagbes, nucleo basofilico, discretamente alongado com nucléolo Uunico,
moderadas anisocitose e anisocariose, fibrose intersticial acentuada e pequenas areas
de necrose multifocal. Tal descrigcdo corobora com o diagnético de tumor de células de
Sertoli (sertolioma) (MEUTEN, 2016; JUBB; KENNEDY; PALMER, 2016).

Figura 3. Microfotografia histologica do testiculo esquerdo. A) Tubulos seminiferos dilatados e
ocluidos (asterisco), e fibrose intersticial (seta). B) Células neoplasicas alongadas em palicadas
apoiadas na membrana basal (seta).

O animal relatado neste estudo possuia os dois testiculos alojados na bolsa
escrotal e ndo pertencia a uma raca definida, sendo a senilidade considerada o fator
desencadeante da neoplasia que apresentou-se, semelhante ao caso relatado por
FERNANDES, 2017, no qual constatou sertolioma em cao criptorquida, porém o tumor
apresentava caracteristicas de malignidade.

Fernandes, 2017 também cita auséncia de sinais clinicos relacionados ao
processo neoplasico, bem semelhante ao caso aqui relatado. Em contrapartida, outras
estudos evidenciaram que 25 a 50% dos casos de sertolioma apresentam um sinal
clinico bem marcante: a sindrome de feminizacdo por hiperestrogenismo (ARGENTA
et al., 2016; HADDAD NETA et al., 2019).

41 CONCLUSAO

Este relato sugere a senilidade do animal como fator principal para o
desenvolvimento do sertolioma, uma vez que outras caracteristicas predisponentes
citadas na literatura, como criptorquidismo e padrao racial definido, ndo faziam parte
da condi¢ao do animal.
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