CIENCIAS
AGRARIA

REVISTA PIBIC 2019 e
A
. iy

-
A-n.
‘\‘*

¥V Y .~

PR [RACNPq  PrOPPL«~



@S9

de Janeiro

Grande area do conhecimento Ciéncias Agrérias

Titulo do Projeto Prevaléncia de Cryptosporidium spp em
Animais da Classe Reptilia oriundos do Zoolégico do Rio

Autores Eduardo Burgarelli e Beatriz Brener

Departamento/Unidade/Laboratdrio Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (MIP), Instituto Biomédico, UFF

INTRODUCAO: A Classe Reptilia possui cerca
de 6000 espécies representadas em todo o
mundo, divididas em 2 Subclasses e 4 Ordens.
A Subclasse Diapsida engloba a Ordem
Crocodylia, representada por crocodilos e
jacarés, e a Ordem Squamata, representada por
lagartos e serpentes. Esses animais podem ser
acometidos por diversas espécies de parasitos
de diferentes grupos, como cestédeos,
hemoprotozoarios, coccideos, ectoparasitos,
dentre outros. A criptosporidiose é uma
coccidiose causada pelo protozoario do género
Cryptosporidium que pode acometer diversos
hospedeiros de diferentes Classes, como
peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos,
incluindo humanos. Os relatos da infeccdo em
répteis sdo principalmente em serpentes e
lagartos e, assim como na maioria dos outros
hospedeiros, o protozoario é responséavel por
causar alteracbes gastrointestinais, cujo
principal sinal clinico, quando presente, é a
diarreia. A doenca pode se manifestar de duas
maneiras: de carater clinico, ocasionando
gastrite, enterite e gastroenterite, ou de carater
subclinico, no qual o animal infectado
representa importante papel como carreador de
oocistos para 0 ambiente. As espécies
consideradas patogénicas para essa Classe de
animais sado C. serpentis, que habitam
preferencialmente a regido do estébmago e C.
varanii, que habitam regido do intestino, ambas
responsaveis pela infeccdo em serpentes e
lagartos. Ndo se conhece nenhum farmaco
comprovadamente eficaz no tratamento da
criptosporidiose, sendo o controle das formas
ambientais a medida mais importante num
contexto profilatico. Em outubro de 2018 foram
coletadas 36 amostras de lavado cloacal e
gastrico de diferentes grupos de répteis
oriundos do Zoolégico do Rio de Janeiro, sendo

21 serpentes, 14 jacarés e 1 lagarto. Para
deteccdo de antigenos de Cryptosoporidium
spp. nessas amostras foi realizado ensaio
Imuno enzimatico (Elisa) (IVD-Research Inc,
USA) no Laboratério de Imunodiagnéstico da
Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ).

RESULTADOS E DISCUSSOES: Dos 36
animais, dois se apresentaram positivos ao
exame (5,5%), indicando a presenca do
protozoario nas amostras oriundas de duas
serpentes da espécie Python regius. Ambos os
animais se apresentavam aparentemente
saudaveis, sem sinais clinicos visiveis.
Tratamento com Halofuginona e Espiramicina
em serpentes apresentou reducdo de oocistos
excretados nas fezes pelos animais, entretanto
ndo promoveu a cura da infec¢do. Além disso,
Halofuginona foi responsavel por causar
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade nos animais
gue ja se apresentavam debilitados pela
infeccdo crbénica. Até o momento nenhuma
terapia foi instituida aos animais diagnosticados,
entretanto foi sugerido o isolamento dos
individuos evitando o risco de disseminacdo da
protozoose. Segundo a descri¢cdo do fabricante
do Elisa, o produto é feito para deteccdo de
antigenos de Cryptosporidium que infectam
humanos, o que pode ter gerado falsos
negativos nos resultados da pesquisa, mesmo
que o diagnéstico imunolégico seja a nivel de
género e ndo espécie. Além disso, existe a
possibilidade de falsos positivos, devido a
carreacdo mecéanica de oocistos de ratos e
camundongos dados como alimento as
serpentes e que passam momentaneamente
pelo trato gastrointestinal desses animais sem
causar infeccdo. Estudos através da biologia
molecular e detec¢cdo do protozoario a nivel de



espécie seriam capazes de elucidar melhor as
davidas geradas pelo diagnéstico imunoldgico.

CONCLUSOES: Apesar dos varios relatos do
parasitismo por Cryptosporidium nas espécies
de répteis, ainda ha uma caréncia de
informacdes quanto a epidemiologia da infecgdo
em animais de vida livre e cativeiro pertencentes
a classe. No ambiente cativo fatores como
manutencdo e transmissao da protozoose ainda
precisam ser mais claramente elucidados,
sendo necessaria a realizacdo de estudos com
0os hospedeiros e o0s recintos onde habitam.
Sabe-se que o0 ambiente cativo favorece a
infeccdo e ao aparecimento dos sinais clinicos,
principalmente quando o0s animais s&o
submetidos a exposi¢do e ao estresse acima do
natural. Por ser, geralmente, uma doenca de
curso cronico em répteis, as lesbes podem nao
ser tdo evidentes e ndo serem notadas. Além
disso, 0 manejo desses animais é feito de forma
menos recorrente, pois sdo animais que levam
um maior intervalo de tempo para se
alimentarem, o que diminui as chances de
visualizar alguma alteragdo. Tendo isso em
vista, 0 diagnostico da criptosporidiose em
répteis de cativeiro demonstra importancia, pois
além de contribuir para dados epidemioldgicos a
cerca da infeccdo, permite uma intervencao
terapéutica e profildtica precoce com maiores
chances de sucesso no controle da enfermidade
e recuperacdo dos animais infectados.
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INTRODUCAO:

O desenvolvimento e aprimoramento de
técnicas reprodutivas tém avancado nas
Ultimas décadas. A coleta e transferéncia
de embribes é hoje uma realidade em
diversas espécies, cada vez com melhores
resultados. Em pequenos ruminantes,
diferentemente do que ocorre em bovinos,
ha maiores dificuldades na execucdo de
determinados procedimentos (FONSECA,;
OLIVEIRA; VIANA, 2011). A inovulacdo
embrionaria em bovinos, a exemplo da
coleta de embrides nesta espécie, passou
de totalmente cirdrgica para totalmente néo
cirdrgica. Todavia em pequenos
ruminantes, muito em funcdo do tamanho
relativamente menor do animal e da
dificuldade de acesso interno por palpagéo
transretal, isso permanece como um dos
maiores desafios. A anatomia da cérvix da
ovelha, com seu lumen estreito e anéis
excéntricos impossibilita a realizagédo
destes procedimentos via transcervical
levando ao uso de técnicas muito mais
invasivas e onerosas como inseminacao
artificial (IA) via laparoscopia e a
transferéncia de embrides (TE) via
laparotomia (CANDAPPA e BARTLEWSKY
2011). A proposta do presente estudo é
avaliar o efeito de protocolos hormonais de
transposicdo e dilatacdo cervical em

receptoras ovinas para programas de
MOTE. O intuito € desenvolver uma técnica
de transferéncia de embrides ovinos pela
via transcervical, alternativa a atual via
cirdrgica, e assim aumentar a sua
aplicabilidade a campo, validando um
método rdpido e menos custoso em
programas de MOTE na espécie ovina.

METODOLOGIA,
DISCUSSOES:

Foram utilizadas 25 ovelhas adultas da raca
Santa Inés mantidas na Unidade de
Pesquisa Experimental em Caprinos e
ovinos localizada na FECM - UFF. Foi feito
um delineamento cross-over, sendo o0s
animais divididos em trés grupos
experimentais, sendo: Geontrole O Qrupo
controle, Gocitocina 0S @animais que receberam
ocitocina e 0 Gocitocina+E2, €M qUE 0S animais
receberam benzoato de estradiol e
ocitocina antes das tentativas de
passagem. O Protocolo hormonal de
inducdo do estro sincronizado foi realizado
de acordo com o preconizado por Balaro et
al. (2015) para sincronizar os animais no
mesmo dia do ciclo estral (D7) mimetizando
0 momento da coleta de embrides na
espécie ovina. Doze horas antes da
transposi¢cdo cervical, foi realizada a
aplicacdo do tratamento de cada grupo. No

RESULTADOS E



Geontrole fOi administrado 5,1mL de solugdo
salina IV, assim como no Goctocina. NO
Gocitocina+e2 ~ foi  administrada 100 mg
benzoato de estradiol IV diluido com 2,5mL
de alcool absoluto e 2,5mL de solucdo
salina. Precedendo em 15 minutos o teste
de transposicao cervical, 0 Geonrole recebeu
10mL de solugdo salina IV. J& 0 Gecitocina €
Gocitocina+e2 receberam 100 Ul de ocitocina IV
15 minutos antes da realizacdo do teste de
transposicdo cervical. Para o teste de
transposicdo cervical, os animais foram
sedados com acepromazina (0,1 mg/kg) e
diazepam (0,2 mg/kg) IV. Na sequéncia, foi
efetuada anestesia epidural com cloridrato
de cetamina 10% (2,0 mg/kg). Depois da
localizacdo da cérvix com espéculo, a
cérvix foi fixada com pinga de Allis e
exteriorizada utilizando tracdo caudal com
duas pincas de Pozzi. Foram realizadas
trés tentativas de transposicdo de cérvix
com inser¢cdo da Vela de Hegar, com a
duracdo méaxima de 5 minutos para cada
tentativa, e intervalos de 10, 20 ou 40
minutos apds anestesia epidural. Os

animais passaram por exames
ultrassonograficos transretais (modo-B e
Doppler Colorido) visando 0

acompanhamento da dindmica Iuteal
conforme descrito previamente (SIMOES et
al.,, 2007; ARASHIRO et al.,, 2018). Em
ambos o0s experimentos, as avaliacdes
foram realizadas nos seguintes tempos: tOh
(antes da administracdo do protocolo, 12h
antes da tentativa de transposi¢éo cervical),
t24h, t48h, t72h, t96h, t120h e tl44h.
Coletas de sangue para avaliagdo de
progesterona (P4) sérica aconteceram nos
momentos Oh (antes da administragdo dos
tratamentos) e depois a cada 6h até
completar 36h da realizagdo das tentativas
e posteriormente em 48h, 72h, 96h, 120h e
144h. As analises hormonais foram
realizadas pela técnica de
radioimunoensaio. Houve diferenca
significativa entre a taxa de transposi¢éo
cervical do Gocitocinarez € Geontrole, (88% VsS.
64%; P<0,05). J& 0 Gocitocina Nd0 diferiu entre
0s outros dois grupos experimentais (84% =
88% e 64%; P>0,05). A frequéncia de CLs
vascularizados ou ndo e as concentracdes

de P4 séricas também ndo diferiram ao
longo do tempo entre 0s grupos
experimentais. O estradiol associado a
ocitocina foram eficazes na promocdo do
dilatamento cervical, demonstrando maior
taxa de passagem no teste de transposicao
cervical quando comparado ao grupo
controle. Ainda, além de promoverem o
relaxamento  cervical, 0s  protocolos
testados ndo interferiram nos niveis de
progesterona enddgena e nado levaram a
regressao prematura do corpo lateo
demonstrando seguranga em seu uso.

CONCLUSOES:

Pode-se concluir que, tanto o protocolo
utilizado para o grupo Gocitocina qUanto para o
Gocitocinate2  S80  eficazes para realizar a
dilatacéo cervical em ovelhas da raga Santa
Inés, visto que obtiveram taxas de
transposicdo cervical semelhantes. Tal
resultado, associado a manutencao
posterior da atividade luteal, possibilita a
difusdo de uma técnica menos invasiva
para a transferéncia de embrido, pela via
transcervical, em vez do método cirargico.

Agradecimentos:
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INTRODUGAO:

O incentivo de novas tecnologias da reproducéo
nos animais de producdo se torna necessario
pelo continuo crescimento da populacdo e
consequentemente  continua  procura  por
alimentos de proteina animal. A procura por
alimentos de origem animal com qualidade e
guantidade reflete no campo para um trabalho
mais eficiente com os rebanhos.

O desenvolvimento de técnicas ndo cirlrgicas
se torna importante quando as técnicas
cirlrgicas apresentam dificuldades para seu
desenvolvimento a campo, riscos pos-cirlrgicos,
custos, procedimento mais invasivo, uso de
anestesia geral e maior impacto ao bem-estar
das ovelhas. O desenvolvimento de técnicas
nao cirdrgicas contribui para uma tecnologia
com melhor aplicabilidade e maior uso a campo
na medicina veterinaria no ambito da
reproducdo, assim como visto em bovinos e
mais atualmente em caprinos.

A proposta do presente estudo foi formar bases
técnicas com o intuito de desenvolver uma
solugdo para o gargalo mais importante na
técnica de produgdo in vivo de embrides e
dessa forma atingir sua aplicacdo a campo,
acrescentando um método rapido de
melhoramento no potencial genético dos
animais.

O presente estudo teve como objetivo
desenvolver um método de avaliacdo prévia da
cérvix como um meio de escolha para a
metodologia de colheita de embrides a ser
realizada. Ademais, classificar a eficacia do
método ndo cirdrgico de coleta de embrides com

base nos célculos das taxas de recuperagdo
embrionaria.

METODOLOGIA:

O presente estudo foi autorizado pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da UFF (protocolo
#699/2015).

O experimento foi realizado na Unidade de
Pesquisa Experimental em Caprinos e Ovinos,
UniPECO, com sede na Fazenda Escola da
Faculdade de Veterinaria localizada em
Cachoeiras de Macacu. Foram utilizadas 50
ovelhas da raca Santa Inés como doadoras de
embrides.

Foram feitas tentativas de passagem na cérvix
com uma vela de Hegar em dois momentos,
sendo uma no momento do estro do cio base e
a segunda tentativa no momento da coleta dos
embrides apds a realizacdo da superovulagéo.

O cio base das cinquenta ovelhas da raca Santa
Inés foram sincronizadas a partir do uso do
protocolo descrito por Cavalcanti et al (2012), no
qual ¢é introduzida uma esponja vaginal
contendo 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona e mantida por 6 dias. Um
tempo de 24 horas antes da retirada dessa
esponja foram administrados 300 Ul de
gonadotrofina  coribnica equina por via
intramuscular e 0,0375 mg de cloprosterol,
também por via intramuscular. Além disso, 0s
animais receberam ainda 0,025 mg de GnRH
por via intramuscular apds 12 horas do
recolhimento da esponja de progestageno e
desse modo uma maior sincronizacdo do cio
base. O tratamento superovulatério foi realizado



60 horas apés o fim do protocolo de
sincronizagéo do cio base e nele foi utilizado 5
Ul/kg de FSHp por via intramuscular em doses
decrescentes (25%/25%, 15%/15% e 10%/10%)
a cada 12 horas.

Na administracdo da primeira dose de FHSp foi
inserida uma nova esponja vaginal também
contendo 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona. Na administracdo da
quinta dose de FHSp os ovinos receberam
0,0375 mg de cloprostenol pela via
intramuscular e enfim recolhimento da segunda
esponja. As ovelhas quando na realizacdo das
tentativas de passagem da cérvix no estro base
e no momento da coleta dos embrifes (sete dias
apés a realizacdo da superovulacdo) foram
sedadas com acepromazina 0,1 mgkg ! e
diapezam 0,2 mg.kg™~ t associados no mesmo
recipiente de aplicacdo, na mesma seringa e
aplicados por via intravenosa. Apdés isso, essas
fémeas sofreram uma anestesia epidural.
Posteriormente foram realizadas tentativas de
passagem na cérvix com uma vela de Hegar
considerando trés tentativas como suficientes.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram considerados positivo quando o dilatador
de Hegar foi introduzido com sucesso pela
cervix dentro de trés tentativas. O resultado foi
considerado negativo quando a introducdo do
dilatador de Hegar ndo era introduzido com
sucesso. Os resultados do primeiro teste
(realizado no momento do estro) foram
comparados com o0s resultados do segundo
teste (realizado no momento da coleta de
embrides).

A qualificacéo se deu por:

e Verdadeiro Positivo, VP, quando as ovelhas
tiveram resultado positivo nos dois testes;

e Verdadeiro Negativo, VN, quando as ovelhas
tiveram resultado negativo nos dois testes;

e Falso Positivo, FP, quando as ovelhas
tiveram resultado positivo no primeiro teste e
negativo no segundo teste;

e Falso Negativo, FN, quando as ovelhas
tiveram resultado negativo no primeiro teste
e positivo no segundo teste;

Foram calculados o0s seguintes itens:
sensibilidade (SENS=VP/(VP+FN),
especificidade  (SPEC=VN/(FN+VN), valor
preditivo positivo (VPP=VP/(VP+FP) e valor

preditivo negativo (VPN=VN/(FN + VN), acuracia
(Ac=(VP + VN)/n), e indice Kappa (k).

Os resultados para SENS, SPEC, VPP, VPN e
Ac foram, respectivamente, 85,7; 66,6; 85,7
66,6; e 80%. A concordancia entre os dois
testes foi moderada (k = 0.52).

Em relacdo aos embrifes, sua coleta foi feita, os
dados referentes a estes foram analisados. O
resultado para a taxa de recuperacdo de
estruturas em porcentagem (%) foi de 60,5 +
6,1. O nimero de estruturas recuperadas foi de
3,0 £ 0,5 e 0 nimero de embrifes viaveis
recuperados foi de 3,8 + 0,6. JA& o método
cirdrgico de coleta obteve valores menores nos
tépicos apresentados.

CONCLUSOES:

Concluiu-se que o teste de transposicao cervical
utilizando o dilatador de Hegar tem grande
potencial de uso como método para identificar
ovelhas doadoras de embribes habeis para a
coleta néo cirargica de embribes, a partir da alta
sensibilidade e acuracia demonstrados nos
célculos. Também, com base nos célculos das
taxas de recuperacdo embriondria mostram a
eficacia do método néo cirargico de coleta de
embriBes em ovelhas Santa Inés.
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INTRODUCAO:

Os tumores mamarios felinos (TMF) sédo a
terceira neoplasia mais frequente, seguida das
neoplasias hematopoiéticas e das neoplasias de
pele, representando 17% dos tumores nesta
espécie. Ao contrario dos tumores mamarios em
cadelas, na gata, estes tumores séo
maioritariamente malignos (85%), e apresentam
um prognéstico bastante reservado e um tempo
médio de sobrevida muito reduzido.

Estudos tem identificado que os TMF
apresentam uma superexpressao da
oncoproteina HER-2, semelhante ao tumor
mamério humano do tipo HER-2 positivo
(HER2+), classificado como um tipo de
carcinoma mamario mais agressivo na medicina
humana.

Em 1987, Slamon et al. descreveram a relacéo
entre amplificacdo do gene HER-2 e o
prognostico agressivo nas neoplasias mamarias
humanas, e em 2001, o mesmo grupo de
pesquisadores demonstraram o beneficio do
tratamento  imunoterdpico com  anticorpo
monoclonal anti-HER-2 em carcinomas de
mama. Desde entdo, viu-se a importancia de
estudos que avaliem o comportamento do gene
HER-2 (Slamon et al, 2001).

O gene HER-2 (receptor do fator de crescimento
epidérmico humano-2), localizado no
cromossomo 17g12-21, € um gene responsavel
pela produgdo da proteina HER-2, uma
glicoproteina  pertencente a familia dos
receptores ativadores de tirosinas cinases. Essa
proteina tem um papel importante na regulacéo
do crescimento e desenvolvimento de uma série
de células epiteliais.

Cerca de 30% dos pacientes com céancer de
mama humano apresentaram  expressao
positiva da proteina HER-2 e amplificacédo
génica. (SHI et al., 2019).

Millanta et al. (2005) relataram a mesma
superexpressdo em 59% dos 47 casos de
carcinoma mamario felino e verificaram que
estava significativamente associado a uma
menor sobrevida dos animais. Além disso,
relataram que o dominio quinase do gene HER-
2 felino tinha 92% de homologia com o do
humano, e também encontraram
superexpressdo de HER-2 em 39% dos
carcinomas mamarios felinos testados.

Dentro desse contexto, 0 presente estudo teve
como objetivo avaliar a expressao da proteina e
do gene HER-2 associado ao grau de
malignidade tumoral dos carcinomas mamarios
em felinos, permitindo avaliar a patogénese e
prever o prognostico de tumores mamarios
felinos com esse marcador, avaliando também a
viabilidade do uso de felinos como modelos
experimentais para estudos de tumores de
mama em humanos.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Neste estudo foram utilizadas as lesdes
tumorais coletadas de 20 gatas com idades
variando de 7 a 13 anos.

Dentre as 20 lesdes duas apresentaram
diagnostico de neoplasia benigna, por tanto,
foram excluidas deste estudo preliminar. Dos 18
animais com lesdes malignas, 14 eram sem
raca definida (SRD), representando 77,78% dos
animais. Dois eram da ragca Siamés
representando 11,11% dos animais; um animal
da raca persa e apenas um era da raca British
shorthair, representando 5,56%,
respectivamente. Foram avaliados ainda dados
sobre o status reprodutivo de cada animal,
sendo divididos em castrado precocemente
(CP), castrado na mesma data da mastectomia
(CCM), castrado tardiamente (CT), castrado em
data desconhecida (CEDD) e animais inteiros. A



proporcdo tanto de CP quanto de CCM foi de
11,12%, correspondendo a dois animais,
respectivamente. Os animais CT
corresponderam a 61,11% (11 animais) e
aqueles CEDD correspondeu a 11,12% (dois
animais). Estes resultados demonstram que,
assim como descrito na literatura, os animais
nao castrados apresentam maior risco de
desenvolver a doenga e que a castracdo possuli
efeito protetivo (SILVA et al, 2015).

Todas as lesBes foram classificadas quanto ao
seu tipo histolégico, baseadas na classificacao
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
obtendo-se a seguinte distribuigdo: 38,89% -
Carcinoma Tipo Misto Invasivo (7/18), com grau
histolégico 3; 22,22% - Carcinoma Papilar
Invasivo (4/18), com grau histoldgico 2; 16,67%
- Carcinoma Ductal invasivo STE (3/18) com
grau histolégico 2; 11,11% - Carcinoma Papilar
Intraductal (2/18) com grau histoldgico 2; 5,56%
- Adenomioepitelioma com Carcinoma com grau
histologico 2 (1/18); 5,56% - Carcinoma
Cribriforme (1/18) com grau histolégico 0
(Gréfico 1).

Com relagdo ao Grau histologico, 15 de 18
animais apresentavam classificacdo igual ou
superior a 2 (83,33%), evidenciando o carater
maligno da doenca relatado em literatura (SILVA
et al, 2016).

Com relacédo aos demais aspectos
macroscopicos de malignidade, 16 de 18
animais apresentavam invasao local (88,88%), a
mesma porcentagem se aplica a animais que
ndo apresentavam Ulcera (88,88%). Com
relacdo a presenca de necrose, 11 de 18
animais apresentavam algum grau de necrose
(61,11%) sendo 4 casos, acentuada.

Com relagdo aos aspectos microscopicos o
ndmero médio de mitoses encontrado foi de 29
mitoses, e com relagdo a citoplasma e nicleo
todos os animais apresentavam algum grau de
alteracao.

As analises imuno-histoquimicas ainda
estdo sendo realizadas, assim como a definicao
dos protocolos moleculares, com utilizacao de
amostras frescas e parafinadas, para a
deteccédo da proteina e gene HER-2.

Grafico 1. Frequéncia de distribuigdo dos tipos de neoplasias mamarias
felinas.

Carcinoma Tipa Misto Invasivo
5,56% (7118)
@ Carcinoma Papilar Invasivo
(4/18)

11,11%

@ Carcinoma Ductal invasivo STE
(3/18)

Carcinoma Papilar Intraductal
(2/18)

@ Adencmioepitelioma com
Carcinoma (1/18)

Carcinoma Cribriforme (1/18)

CONCLUSOES:

Até o momento, pode-se concluir que o0s
elevados indices de aspectos de malignidade
observados na analise histopatoldgica,
corroboram com os dados encontrados na
literatura, demonstrando o maior grau de
malignidade da neoplasia maméria na espécie
felina.
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Alteracbes no hemograma em decorréncia da variagcdo da
concentracdo do acido etilenodiaminotetracético (EDTA) em
amostras sanguineas de gatos com doenca renal.
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INTRODUCAO:

O hemograma é um dos exames laboratoriais
mais utilizados na rotina clinica como apoio ao
diagnostico. Este  fornece informacdes
guantitativas e qualitativas sobre todas as
células sanguineas do animal.

Para impedir a coagulacdo do sangue, até seu
respectivo processamento, € utilizado o acido
etilenodiaminotetracetico (EDTA), que gera
modificacdes na morfologia das células
visualizadas ao microscépio. Somado a isso, a
temperatura de armazenamento inadequada, a
espera durante horas para o processamento e o
excesso de anticoagulante ndo proporcional ao
volume de sangue em cada tubo acabam por
dificultar ainda mais um laudo fidedigno. Assim,
em casos de preenchimento inadequado do
tubo de coleta com volume de sangue inferior ao
recomendado os resultados obtidos podem ter
alteragdes que comprometem a correta
interpretacdo do exame. Entretanto, € muito
comum o processamento de amostras de felinos
com essa caracteristica em Laboratérios de
Patologia Clinica Veterinaria, devido a
dificuldade na coleta de sangue.

Em casos de felinos com lesdo renal ou doenca
renal cronica, essas alteracfes podem ser ainda
mais significativas, visto que apenas pelo
guadro metabdlico do animal ja é possivel
identificar maior fragilidade das células
sanguineas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
guantidade e morfologia das células sanguineas
de felinos com doenca renal expostas a
diferentes concentracdes de EDTA.

O trabalho foi aprovado pela CEUA UFF. Foram
avaliados os resultados do hemograma de 13
felinos com doenca renal (segundo avaliacdo de
creatinina, pressdo arterial e relagdo proteina-
creatinina urinaria). Os animais foram atendidos
no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria
Professor Firmino Marsico Filho (HUVET) da
Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense. Os tutores consentiram na
realizacdo desse estudo. As coletas de sangue
foram realizadas em um Unico momento, por
venopuncdo cefélica ou jugular. O volume de
sangue obtido foi acondicionado em tubos
pediatricos com K2 EDTA (mesma marca e lote)
com capacidade para 0,5 mL de sangue,
conforme ordem a seguir: A — 0,5 ml de sangue
(1,8 mg de EDTA/mL de sangue) e B —-0,25 mL
de sangue (3,6 mg de EDTA/mL de sangue) e
C — 0,125 ml de sangue (7,2 mg de EDTA/mL
de sangue). Os hemogramas foram realizados
até 30 minutos ap6s a coleta por metodologia
automatizada (Sysmex — modelo Poch 100 iV)
no Laboratério de Pesquisa Clinica e
Diagnéstico Molecular Professor Marcilio Dias
do Nascimento (LAMADIN). Esfregacos
sanguineos foram confeccionados
imediatamente, com os trés tubos de amostra
sanguinea (A, B e C) de cada animal, sendo
analisados em microscopia de imersdo
(aumento de 1000x), apds coloragdo com
corante instantaneo.



A variagdo observada entre os resultados dos
hematdcritos dos grupos A, B e C foi discreta,
sendo A 33,77%, B 33,31% e para o grupo C
33,75%. Os valores de leucometria global teve
como média para o grupo A 11.092,31/uL, para
0 grupo B 10.930,77/uL e para o grupo C
10.907,69/uL, mostrando que  conforme
aumentava a concentracdo de EDTA também
ocorria diminuicdo nos valores. Quanto aos
resultados da plaquetometria no contador
hematoldgico os animais apresentaram como
média para o grupo A, B e C; 132.923,08/pL,
119.000,00/pL e 133.153,85/pL,
respectivamente. E na estimativa de plaquetas
no esfregago sanguineo observou-se para o
grupo A 222.333,33/uL, para o grupo B
230.772,73/uL e para o grupo C 209.840,91/ L.
Com relagdo a hematoscopia, poucas
alteracbes foram observadas. Entretanto, foi
observada diminuicdo de linfécitos e aumento
de neutrofilos nos tubos B e C. As maiores
médias na estimativa em esfregaco sanguineo
pode ser justificada pela frequente agregacao
plaguetéaria visualizada nas amostras,
principalmente dos tubos com maiores
concentracbes de EDTA em proporcdo ao
sangue, fato frequentemente observado na
clinica médica de felinos e que gera alteracédo
nos resultados para este parametro.

CONCLUSOES:

Os resultados iniciais indicam que ha uma
variagdo ndo muito sigificativa entre os valores
de hematdcrito e leucometria global dos felinos
doentes renais. Na plaguetometria ja é possivel
identificar um maior efeito do anticoagulante em
excesso nos tubos, o qual gera frequente
agregacdao plaguetaria.

CONCLUSOES:

Este estudo demonstrou variacdes discretas
entre os parédmetros hematoldgicos de felinos
com doenca renal, em diferentes concentracfes
de EDTA. Os valores de hematdcrito,
leucometria global e plaquetometria tiveram
discreta diminuicdo que acompanhava o
aumento de concentracdo de EDTA. Os valores
de linfécitos diminuiram e os de neutrofilos
aumentaram conforme houve aumento de

concentracdo de EDTA. Torna-se importante
ampliar gradativamente o ndmero de animais
para realizacdo de andlise estatistica e
confirmagao destes resultados preliminares,
para que possam ser aplicados na rotina clinica
de felinos.
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Avaliacdo do efeito de drogas visando a dilatagcdo cervical em
ovelhas na qualidade dos embrides produzidos in vivo.
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INTRODUCAO:

A crescente exigéncia mundial por producdo de
alimentos seguros e sustentaveis associada as
inimeras vantagens relacionadas a biotécnica
de multipla ovulagdo e transferéncia de embrido
(MOTE), tém demandado o incremento da sua
eficiéncia. Tanto a coleta como a transferéncia
de embriGes sdo etapas chave para o sucesso
dessa biotécnica (Rubianes et al., 1995; Gomes
et al., 2014). Ja é bem consolidado que o
método de coleta de embrides ndo cirdrgica pela
via transcervical é uma alternativa viavel, que
pode substituir o procedimento cirdrgico para tal
finalidade (Fonseca et al., 2013).

Devido ao custo relativamente baixo, risco de
morte  reduzido (devido aos protocolos
anestésicos utilizados) e recuperacao rapida, a
coleta por via transcervical tem sido bastante
estudada e sua eficiéncia comprovada em
caprinos (Fonseca et al., 2019b,c; Prellwitz et al.
2019), além da vantagem de ndo promover
sequelas pés-cirdrgicas. Esforgcos também tém
sido dispensados para aplicar esta realidade ao
rebanho ovino. Contudo, na ovelha, os desafios
sdo maiores, além do valor econémico limitado
desses animais e a anatomia relativamente
pequena dos érgaos reprodutivos (que dificulta
a manipulacéo através da palpacao retal), existe
a principal limitacdo da espécie que se trata da
tortuosidade da cérvix, que impede a introducao
de instrumentos, e consequentemente 0 acesso
uterino (Kershaw et al., 2005). Desta forma, a
necessidade de procedimentos invasivos torna a
MOTE menos pratica nesta espécie, o0 que limita
seu uso generalizado.

Para que a transposicdo cervical e
consequentemente a coleta de embribes por
essa via sejam possiveis, se faz necesséria a
utilizacdo de protocolos hormonais visando o
relaxamento da cérvix e, por conseguinte
mudancas conformacionais que facilitam a

passagem pelo canal. Diversos estudos nessa
perspectiva ja foram realizados e atestam o
efeito dilatador dos horménios analisados, tais
como prostaglandina E, benzoato de estradiol,
ocitocina, FSH (Candappa et al., 2009; Falchi et
al., 2012 Bartlewski et al., 2015; Leethongdee et
al., 2016). A utilizacdo dessas preparacdes
hormonais que facilitam o relaxamento cervical
no momento da coleta aliada a animais com
cérvix menos sinuosa podem, enfim, possibilitar
a coleta ndo cirdrgica na espécie ovina.
Contudo, o efeito desses protocolos hormonais
sobre a qualidade embrionaria, ainda ndo esta
elucidado. Nesse contexto, o presente estudo
tem como objetivo avaliar o efeito do protocolo
hormonal de dilatacdo cervical sobre a
qualidade do embrido ovino.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O referido projeto foi encaminhado e aprovado
pelo o Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense (Protocolo
699/2015) e realizado conforme as normas.

Este estudo foi realizado no Setor de
Ovinocultura e na Unidade de Pesquisa
Experimental em Caprinos e Ovinos (UniPECO)
localizados na Fazenda Escola da Faculdade de
Veterindria em Cachoeiras de Macacu, Rio de
Janeiro, Brasil. Foram utilizadas ovelhas da raca
Santa Inés em sistema de confinamento total e
devidamente vacinadas. Os seguintes fatores
foram considerados, preferencialmente, como
critérios de selecdo das fémeas: (1)
caracteristicas fenotipicas da raca, (2) condicdo
sanitaria, (3) escore da condi¢cdo corporal, (4)
desempenho produtivo e reprodutivo. Exame
clinico-ginecolégico foi efetuado nas doadoras.
Apenas machos e fémeas em perfeito estado de
saude foram utilizados.

O estro foi sincronizado com um protocolo curto
previamente descrito e utilizado pelo nosso



grupo (Balaro et al., 2016). Brevemente, todas
as ovelhas (n = 40) receberam uma esponja
intravaginal (60mg de acetato de
medroxiprogesterona), que foi mantida por 6
dias. No quinto dia, foram aplicados por via
intramuscular 0,24mg de cloprostenol sédico e
300Ul de gonodotrofina coridnica equina. No
sexto dia, a esponja intravaginal foi retirada e 24
horas depois foi aplicado por via intramuscular
0,025mg de acetato de gonadorelina.

O tratamento de superovulagéo foi realizado 80
h ap6s a remocdo da esponja, com 133 mg
pFSH que foram administrados em seis doses
decrescentes com intervalo de 12 h. Uma nova
esponja foi inserida simultaneamente com a
primeira dose de FSH, e foi retirada quando a
quinta dose foi administrada. Cloprostenol
sodico (0,24 mg) foi administrado em conjunto
com a sexta dose de FSH, e 24 h depois os
animais receberam 0,025 mg de acetato de
gonadorelina. Foram realizadas detecgbes de
estro com um carneiro vasectomizado e monta
natural controlada com cinco carneiros de
fertiidade comprovada, duas vezes ao dia, a
partir da quinta dose de FSH. Foi considerado
comportamento de estro quando a ovelha
permitia a monta.

Para contagem de corpos lateos (CLS)
produzidos pelo protocolo de superovulacédo, foi
realizado procedimento laparoscépico com
intuito de mensurar a taxa de recuperacdo de
embribes. Os animais foram mantidos
previamente em jejum alimentar e hidrico de
36h, a laparoscopia foi realizada imediatamente
antes da coleta de embrides. Primeiramente foi
realizada sedacdo com acepromazina (0,1
mg.kg-1 Acepran®, Vetnil, Louveira, Brasil) e
diazepan (0,2 mg.kg-1 Diazepam®, Teuto,
Anapolis, Brasil) por via endovenosa. Com a
regido abdominal tricotomizada, os animais
foram contidos em maca apropriada e colocados
em posi¢do de Trendelenburg. Na sequéncia foi
realizada anestesia local com Cloridrato de
Lidocaina a 2% (Lidovet®, Bravet, Rio de
Janeiro) nos locais das incisdes. O acesso a
cavidade abdominal para inser¢do da Otica e
dos demais instrumentos foi realizado através
da introducdo de dois trocateres por via
transabdominal. O primeiro foi inserido cranial
ao Ubere e a esquerda da linha média para
introducdo da 6tica rigida de Hopkins de 5 mm
adaptada a um sistema de video. Foi insuflado
ar filtrado com o0 intuito de (gerar
pneumoabddmen para facilitar a visualizacéo e

a manipulagdo do trato reprodutivo. Um
segundo trocater foi inserido do lado direito e
através deste, foi inserida uma pinga
atraumatica. Na linha média foi inserida uma
agulha de Veres para auxiliar no manuseio das
estruturas reprodutivas. Uma vez que o trato
reprodutivo foi localizado, os ovarios foram
fixados com ajuda da pinca e entdo foi realizada
uma varredura em todo o ovario para
visualizagdo dos CLs. Ao término, 0s ovarios e
orgdos adjacentes foram lavados com solucao
fisiolégica acrescida de heparina (5 Ul/ mL) a
37°C.

Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais de forma balanceada (de acordo
com a resposta superovulatéria — baixa: 0 a 4,
mediana: 5 a 8, boa mais que 8 corpos lUteos —
peso e escore de condicdo corporal. No grupo
tratado, as ovelhas receberam o protocolo
hormonal de dilatag&do cervical, o qual consistiu
na administracdo de benzoato de estradiol i.v.
(20 yg/mL; RIC-BE®, Agener Union, Sao Paulo,
Brazil) diluido com 2,5 mL de &lcool absoluto e
2,5 mL de solugdo salina, e Cloprostenol Sédico
i.m. (0,12 mg; Estron®; Agener Unido, Sao
Paulo Brazil), 12 h antes da coleta de embrido.
Além disso, 100 Ul de ocitocina foram
administrados i.v. (Ocitocina Forte UCB®,
Centrovet, Goiania, Brazil) 15 min antes do
procedimento de coleta de embrido (Leite et al.,
2018). JA4 no grupo controle, as ovelhas
receberam solucdo salina em substituicdo aos
horménios utilizados no grupo tratado, nas
mesmas quantidades, horarios e vias de
administracao.

A coleta de embrides foi realizada pelo método
cirargico de acordo com o descrito por Timponi
et al. (2015). Para o procedimento foi realizada
anestesia geral, com inducéo anestésica a base
de propofol (dose maxima de 4 mg.kg-1) e
quetamina (0,6 mg.kg-1), por via endovenosa. A
manutencdo do plano anestésico foi realizada
com 3% de isoflurano por meio de um
equipamento de anestesia inalatéria. O Utero foi
identificado e fixado através de laparoscopia e
em seguida foi realizada uma pequena incisdo
gue permitiu o tracionamento e exposi¢cdo do
Utero. A lavagem foi realizada por meio de uma
sonda de foley nimero 8 na porcao proximal do
corno uterino, que teve o baldo inflado para
evitar refluxo de ligquido. Na porcdo distal do
corno uterino, foi inserida uma sonda uretral n° 6
por onde o meio DMPBS foi injetado (40 mL por
corno uterino).



Ap6s o procedimento de coleta, os cornos foram
lubrificados com pomada de heparina sodica e
inseridos na cavidade abdominal que também
foi irrigada com solucdo fisioldgica acrescida de
heparina (5 Ul/ mL) e dexametasona (0.025
mg/mL). Ao final dos procedimentos, as
camadas muscular, subcutanea e dérmica foram
suturadas, separadamente. Os  animais
receberam durante trés dias, a cada 24 horas,
anti-inflamatoério nao-esteroidal na dose de 0,5
mg.kg-1 via i.m. e antibiético na dose de 20
mg.kg-1 via i.m., a cada 48 horas, totalizando 3
aplicacdes.

Todos os embrides foram classificados de
acordo com critérios da IETS. Foram
considerados embrides de grau | aqueles sem
defeitos morfoloégicos ou extrusdes celulares;
grau Il na presenca de uma ou poucas
extrusdes celulares ou discretas alteracdes de
coloragdo; Grau lll embrides com maior nimero
de alteracbes morfolégicas e extrusdes
celulares, mas com pelo menos 50% da massa
celular integra e mostrando sinais de
desenvolvimento; Grau IV embrides com
extrusbes ou fragmentacdo comprometendo
mais que 50% da massa celular interna,
dificultando a classificacdo das células viaveis
(Viana, 2009).

Foram avaliadas as seguintes respostas: taxa
de recuperacdo de embribes, numero de
estruturas coletadas, numero de embrides
viaveis e qualidade morfolégica dos embribes
coletados em cada grupo experimental.

Em relacdo & quantidade de corpos lateos, no
grupo tratado foram produzidos um total de 144
considerando ambos os ovarios, jA no grupo
controle os animais produziram um total de 137
corpos liteos. Dessa forma, os 18 animais
oriundos do grupo controle geraram uma média
de 7,6 corpos luteos, enquanto que 7,2 foi a
média encontrada para o grupo tratado. Ndo foi
observada diferenca significativa na quantidade
de corpos luteos entre os grupos (P>0,05).

Apbs o procedimento de laparotomia, lavagem e
coleta dos embrides as estruturas recuperadas
foram avaliadas e contabilizadas para célculo da
taxa de recuperacdo em cada grupo (no grupo
controle, dois animais vieram a 6bito e dentre os
18 animais restantes, um animal ndo apresentou
corpo lateo, portanto foi excluido do célculo); As
taxas de recuperacdo foram de 52,0% e 67,2%
para 0 grupo tratado e  controle,

respectivamente. Os valores das taxas de
recuperacdo por animal entre 0s grupos
diferiram  significativamente  (P<0,05), no
entanto, a quantidade de estruturas totais
recuperadas ndo apresentaram tal diferenca
(P>0,05).

No grupo tratado com protocolo de relaxamento
de cérvix foi recuperado um total de 47
embrides, ja no grupo controle, um total de 63
embriBes. Levando em conta a viabilidade e a
gualidade dos embribes (grau 1 e 2),
observamos no grupo tratado que, das 20
ovelhas, apenas em 12 foi possivel recuperar
40 embriGes de boa qualidade, considerando
uma média de 3,3. Ja no grupo controle das 18
ovelhas, apenas em 14 foi recuperado um total
de 57 embrides de boa qualidade, considerando
uma média de 4,1. Sendo assim, pode-se gerar
um total de 97 embrides de boa qualidade.
Apesar dessa quantidade de embrides ter sido
numericamente superior no grupo controle, nao
foi o suficiente para gerar diferenga significativa
entre 0s grupos, tanto para as taxas de
recuperacdo, bem como para o total de
embrides de boa qualidade recuperados
(P>0,05). Portanto, em termos de qualidade, o
protocolo de tratamento ndo gerou discrepancia
entre 0s grupos.

CONCLUSOES:

O protocolo hormonal de relaxamento cervical
em questdo, além de viabilizar a transposicéo
da cérvix em ovelhas da raca Santa Inés, ndo
influencia a qualidade morfol6gica dos embrides
produzidos in vivo, dessa forma o mesmo pode
ser considerado em estudos/praticas futuras.
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INTRODUCAO:

Os gatos domésticos sao descendentes
proximos de outros felinos selvagens, tendo
vestigios genéticos de pelo menos cinco
espécies selvagens diferentes. Desta forma,
torna-se possivel a utilizacdo do gato doméstico
como modelo experimental reprodutivo para 0s
felinos selvagens ameacados de extin¢ao.

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma
biotecnologia que tem demonstrado potencial na
conservacdo de espécies ameacadas de
extincdo. Provavelmente, a etapa mais limitante
da PIVE é a maturacdo in vitro (MIV) e sua
eficiéncia esta diretamente relacionada a taxa
final de formacdo de blastocistos. Entretanto, a
literatura é extremamente varidvel no tocante as
condi¢Bes o6timas da MIV em felinos, como por
exemplo, na duracdo desta etapa, constituintes
do meio, dentre outros.

O sucesso da PIVE estd relacionado
principalmente com a competéncia intrinseca ao
desenvolvimento dos odcitos e as condi¢Bes
encontradas na MIV. Os odcitos felinos
caracterizam-se  por  terem uma alta
concentracao lipidica, o que é desfavoravel para
seu desenvolvimento in vitro e criopreservacao.
Algumas substancias, como a L-carnitina, sao
importantes para o metabolismo celular e na via
da B-oxidacdo, atuando no transporte de acidos
graxos e goticulas lipidicas as mitocéndrias, e
no transporte de intermediarios dessa via.
Portanto, esta molécula é capaz de manter a
homeostase celular.

Devido as caracteristicas dos odcitos felinos, e a
necessidade do aumento das taxas de MIV
nessa espécie, para otimizacao e utilizacdo
posterior na conservacdo de espécies
ameacadas de extingdo, é importante avaliar o
tempo adequado da duracédo da MIV e investigar

a utilizacéo de novas substancias nos meios de
maturacdo para potencializar as taxas. O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de
diferentes tempos de maturacdo (24 e 28 h) e a
utilizacdo da L-carnitina no meio de maturacdo
in vitro de gatas domésticas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram utilizados 50 ovarios obtidos por meio de
ovério-histerectomia eletiva de gatas em idade
reprodutiva. No experimento 1, foram avaliados
0s tempos de MIV de 24 h ou 28 h na taxa de
maturacdo nuclear (cinco repeticbes). No
experimento 2, a influéncia da L-carnitina no
meio de MIV foi avaliada (seis repeticdes). Os
tratos reprodutivos foram mantidos em solucéo
salina 0,9% a 4 °C para o transporte por até 2 h.
Os ovérios foram fatiados para a recuperacgdo
de Complexos Cumulus odcito (COCs) e apés
0s COCs foram graduados de | a IV de acordo
com a quantidade de camadas de células do
cumulus e homogeneidade do citoplasma,
sendo utilizados apenas os COCs de graus 1 e
2 (GleG2).

O meio utlizado na MIV é composto por
TCM199 suplementado com 25 mM de HEPES
e 2,2 mg/mL de NaHCOS3, 4 mg/mL de BSA, 0,5
pg/mL de FSH, 1 ug/mL de 17B-estradiol, 0,2
mM de piruvato e 50 pg/mL de solugdo
antimictica e antibiética (estreptomicina,
penicilina e anfotericina B), com ou sem adicao
de 0,5 mg/mL de L-carnitina (somente no
experimento 2). No experimento 1 os COCs
foram transferidos para gotas de 50 pyL de meio
de MIV revestidas por Oleo mineral, ja no
experimento 2 foram transferidos para placa de
guatro pocos com 500 uL de meio, divididos em
dois grupos com e sem L-carnitina. Ambos,



foram incubados a 38,5 °C sob atmosfera de 5%
de CO..

Ao final da MIV foi feito o desnudamento dos
COCs, utiizando  100-500 Ul/mL  de
hialuronidase, apds foram transferidos para
solucdo de fixacdo (200 yL de paraformaldeido
4% + BSA 1%), sendo mantidos nessa solucéo
por no minimo 24 h. Apés a fixagdo os 0dcitos
foram corados em 1 pg/pL Hoechst diluido em
TCM199. ApOs coloracdo, os o6citos foram
classificados de acordo com o estdgio da
maturacdo nuclear, em: metafase Il (MIl),
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula
germinativa (QVG) ou degenerados (DEG).
Odcitos em estagio de VG, QVG ou DEG foram
considerados ndo maturados. Somente o0s
oocitos em MIl, que apresentavam extrusao do
primeiro corpusculo polar foram considerados
como maturados.

Para andlise estatistica dos dados relacionados
a duracao e suplementacdo do meio na MIV foi
realizado o teste de qui-quadrado (x?),
assumindo um valor de P menor que 0,05 como
significativo.

No experimento 1 houve uma tendéncia
(p=0,08) na taxa de maturacao nuclear do grupo
incubado por 24 h, onde 42,8% dos odcitos
encontravam-se em MIl enquanto que apenas
25% dos o0citos encontravam-se na mesma
fase no grupo de 28 h. Nao houve diferenca
significativa nos outros parametros (p>0,05)
entre os grupos 24 e 28 h sendo eles
respectivamente: VG 9,5% e 7,5%, QVG 26,2%
e 35%, DEG 21,4 % e 32,5%.

No experimento 2 ndo houve diferenca (p>0,05)
entre os grupos, e os resultados da MIV com ou
sem a presenca de L-carnitina foram,
respectivamente: Mll 51,4% e 38,2%, VG 2,7%
e 8,8%, QVG 32,4% e 26,5%, DEG 16,2% e
26,5%.

N&o existe na literatura um tempo ideal para
MIV com odcitos felinos, onde muitos estudos
divergem quanto o periodo de maturacdo. No
presente estudo foram comparados os tempos
de 24 e 28 h e ndo houve diferenca significativa.
No entanto, foi possivel observar uma tendéncia
em que as taxas de maturacdo foram mais altas
com o tempo de 24 h, tendo o grupo de 28 h
uma reducgédo de 18% em MIl e aumento de 11%
no nimero de odcitos degenerados.

Os efeitos da adi¢do de L-carnitina sobre a PIVE
sdo controversos de acordo com a espécie. Em
bovinos, foi obtido maior taxa de maturacgéo, ja
em suinos e caprinos ndo houve diferenca nos
resultados. No presente estudo, ndo houve
diferenga significativa apesar do aumento de

13,2% no grupo com L-carnitina. E necessario
realizar estudos para avaliar o efeito dessa
substancia sobre as taxas de clivagem,
formacdo de blastocistos e desenvolvimento
embrionario de felinos domésticos.

CONCLUSAO:

Em conclusdo, ndo houve diferenca estatistica
em ambos 0s experimentos, no entanto, na
comparacdo da maturagdo por 24 h x 28 h
houve uma tendéncia, onde um maior nimero
de odcitos atingiu a MIl no primeiro grupo. Ja
no experimento 2, o grupo com L-carnitina foi
numericamente  melhor, com taxas de
maturacdo nuclear 13,2% superiores ao grupo
sem sua adi¢do. Com isso, novos experimentos
com maior nimero de animais se fazem
necessarios, a fim de melhorar as taxas de
maturagcdo encontradas.
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INTRODUCAO: O sistema reprodutor feminino
€ composto por o6rgdos que produzem e
respondem a hormonios, sendo de grande
importancia para o organismo. Desequilibrios
no funcionamento de seus 6rgdos podem
gerar alteracbes que afetam diretamente
outros tecidos e érgdos do corpo.

Em relacdo as afecgbes de ovario nos
animais, as mais comuns sdo 0s cistos e as
neoplasias. Estas lesGes podem determinar
afeccdes uterinas e até mamarias, de acordo
com o tipo de célula ovariana alterada e sua
producdo hormonal (Johnston et al., 2001).

A cadela pode ser acometida por
varios tipos de cistos ovarianos, 0s quais
podem ser originarios de diferentes estruturas.
Os cistos podem ser produtores de horménios,
como os cistos foliculares e os cistos
luteinizados, ou ndo produtores, como o0s
cistos de estruturas epiteliais subsuperficiais e
0s cistos de rede ovariana (rete ovarii) (Arlt e
Haimerl, 2016).

No que se refere as neoplasias
priméarias de tecido ovariano, estas podem ser
divididas em trés categorias: as de superficie
de epitélio celdmico, as de cordbes sexuais e
estroma gonadal e as de células germinativas.
As neoplasias de superficie de epitélio
celdmico sdo os cistadenomas papilares e os
cistoadenocarcinomas. Os tumores de corddes
sexuais e estroma gonadal sdo os tumores de
células da granulosa e teca, tecoma ou
luteoma. E por fim, as neoplasias de células
germinativas sdo o0s teratomas e 0s
disgerminomas (Schlafer e Foster, 2015).

O tumor de células da granulosa
(TCG) é o tumor ovariano mais comum
observado em cadelas, tendo comportamento
maligno em 20% dos casos. Este tumor
produz hormdnios como estrogénio e
testosterona e hiperplasia endometrial e
piometra sdo comuns em cadelas com este
tipo de neoplasia (Schlafer e Foster, 2015).

Os objetivos desse projeto foram
caracterizar e classificar diferentes tipos de

alteracbes histopatolégicas ovarianas de
cadelas, a partir de amostras de tecido
oriundas dos arquivos do Setor de Anatomia
Patolégica Veterinaria da UFF, verificar
possiveis  associacbes com  alteracOes
histopatolégicas em amostras uterinas e
mamarias do mesmo animal e comparar 0s
resultados com os dados da literatura
existente.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Foi feita a
analise histopatologica de seccdes de ovarios
de 88 cadelas de 3 a 15 anos e de racas
variadas, coradas pela técnica de rotina de
Hematoxilina-Eosina (HE), oriundas de
arquivo.

Na avaliagcdo histopatolégica dos
ovarios de 88 cadelas foram observadas as
seguintes alteracdes, de forma isolada ou
conjunta: cistos e hiperplasia de estruturas
epiteliais subsuperficiais, cistos de inclusédo
epitelial, cistos de rede ovariana (ou rede
ovariana cistica), hiperplasia de rede ovariana,
cistos de ductos e tubulos mesonéfricos,
hiperplasia das glandulas intersticiais ou
hiperplasia cordonal de células da granulosa,
corpo lateo cistico, cistos foliculares, adenoma
e cistadenoma ovariano, disgerminoma, tumor
de células da granulosa.

As alteragbes histopatoldgicas no
Utero de 88 cadelas compreenderam cistos
endometriais ou  miometriais  isolados,
adenomiose, hiperplasia endometrial cistica ou
ndo, complexo hiperplasia endometrial cistica-
piometra, endometrite, hemorragia
endometrial, hemometra, hidrometra ou
mucometra e leiomioma.

As alteragbes histopatologicas em
mamas compreenderam hiperplasia mamaéria,
adenoma mamario, tumor misto benigno de
mama, carcinoma em tumor misto de mama,
carcinoma  tubular, carcinoma  papilar,
carcinoma  solido, carcinossarcoma e
osteossarcoma primario de mama.



O Gréfico 1 representa a frequéncia
das trés alteracdes histopatoldgicas mais
observadas neste estudo: cistos de estruturas
epiteliais subsuperficiais, hiperplasia de rede
ovariana e tumor de células da granulosa.
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Gréfico 1 - Frequéncia das principais
alteracfes histopatolégicas nos ovarios de
88 cadelas.

Os tumores de células da granulosa
podem ter suas células neoplasicas
proliferando em diversos padrdes. Nesse
estudo, verificou-se a proliferacdo de células
da granulosa neoplasicas de forma difusa ou
focal, variando de padrdo folicular, padrao
sertoliforme ou em ninhos, com a formacéo de
corpusculos de Call Exner em alguns casos.

Das cadelas com tumoracbes de
glandula mamaria, 42,8% (30/70)
apresentavam lesdes ovarianas categorizadas
na literatura como produtoras de hormoénio e
lesbes ovarianas ndo produtoras, enquanto
57,14% (40/70) apresentavam somente lesbes
ovarianas nao produtoras de horménio.

O teste de Qui-quadrado de Pearson
aplicado a fim de verificar a associacdo das
alteracbes ovarianas com as alteracfes
uterinas e mamadrias nao revelou significancia

AR

estatistica (p > 0,05), nem tendéncia a
associacao (p > 0,06) entre a ocorréncia das
alteracdes produtoras de hormdnio e as
alteracdes uterinas ou mamarias.

CONCLUSOES: A média de idade das
cadelas com alteragBes histopatologicas
ovarianas correspondeu a 10,5 anos (3 a 15
anos).

Cadelas adultas a idosas apresentam
diversas alteragBes ovarianas de origem nas
células epiteliais, foliculares, intersticiais e
germinativas.

As lesdes predominantes nos ovarios
de cadelas foram os cistos de estruturas
epiteliais subsuperficiais, seguido de
hiperplasia da rede ovariana.

O tumor de células da granulosa foi a
neoplasia ovariana predominante nos ovarios
das cadelas. Os tumores de células da
granulosa em cadelas também podem
apresentar a formacao de corpusculos de Call-
Exner.

Em relagdo ao (tero, o tumor de
células da granulosa dos ovarios ocorreu de
forma frequente em conjunto com hiperplasia
endometrial cistica ou ndo e piometra.

Cadelas com altera¢cBes ovarianas nao
produtoras de hormbnio podem apresentar
neoplasias mamarias, incluindo carcinomas,
da mesma forma que cadelas com alteracdes
ovarianas que produzem horménios.
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INTRODUCAO:

A doenga articular degenerativa felina (DADF) é
um processo nao inflamatério, progressivo que
acomete as articulacdes sinoviais, geralmente
levando a reducdo do movimento e
manifestacéo dolorosa. A DADF é
frequentemente subdiagnosticada na populacéo
de gatos idosos (11 a 14 anos) ou geriatricos
(acima de 15 anos), uma vez que os tutores
tendem a considerar os sinais clinicos
manifestados por seus animais como sendo
sinais normais que acompanham o processo de
envelhecimento. As manifestacdes clinicas
apresentadas pelos gatos com doenca articular
s8o sutis e comumente observadas como
alteragcbes comportamentais. Além disso, ha
maioria das vezes, os achados radiograficos
ndo condizem com os sinais clinicos, tornando o
diagnéstico da DADF um desafio. Por conta
disso, a observacdo de alteracdes no
comportamento e no estilo de vida dos animais
deve ser analisada, jA que essas mudancas
podem indicar reducdo da mobilidade gerada
pela presenca de dor ou desconforto articular.
Assim, sabendo-se da dificuldade de
diagnosticar precoce e corretamente essa
doencga, elaborou-se um questionério aplicado
aos tutores dos gatos, que continha perguntas
sobre as alteragbes comportamentais ou de
manejo que pudessem estar associadas a
presenca de DADF em gatos domésticos com
idade acima de 11 anos.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
Foram incluidos no estudo um total de 57 gatos

domésticos de estiio de vida confinado,
independentemente  de sexo ou raga,

clinicamente saudaveis e com idade igual ou
superior a 11 anos. Dentre eles, 59,6% (34/57)
eram fémeas e 40,4% (23/57) machos, sendo
68,4% (39/57) idosos e 31,6% (18/57)
geriatricos. Aproximadamente 31,6% dos gatos
apresentavam alguma doenca previamente
diagnosticada, dentre elas, a mais frequente foi
a doenca renal cronica, correspondendo a 28%.
Dos 57 animais, 50,9% (29/57) tiveram
mudanca no peso  corporal; nenhum
apresentava histérico familiar confirmado de
doencas musculoesqueléticas e um gato tinha
coxartrose previamente diagnosticada. Segundo
o relato dos tutores, 78,9% (45/57)
encontravam-se menos ativos ou passavam
mais tempo descansando; 43,9% (26/57) dos
animais estavam arranhando menos
frequentemente as superficies ou utilizando
seus arranhadores; 64,9% (37/57) estavam
brincando menos; 29,8% (17/57) apresentavam
um andar mais rigido; 49,1% (28/57) saltavam
com “‘menor elegancia® e 12,3% (7/57)
demonstravam claudicacdo ao se movimentar,
um sinal clinico evidente de manifestacéo
dolorosa da doencga articular em cées, mas que
nao fora observado pelos tutores dos gatos de
forma significativa. Ao se comparar 0s animais
idosos com os geriatricos, observou-se que as
alteracdes mais frequentes e significativas foram
observadas nos gatos geriatricos: subir e/ou
descer as escadas (¥?=9,50; p=0,002),
dificuldade para pular da / para cama / sofé /colo
do tutor (x?=19,08; p=0,0001), escalar arvores e
muros (?=6,24; p=0,0124), dificuldade ao tentar
brincar (x?>=3,53; p=0,06010), saltar com menos
elegancia (#%=6,04; p=0,01399), presenca de
pelos mais emaranhados e com aspecto
diferente (#?=4,31; p=0,02167) e reducdo no
apetite (¥?=8,72; p=0,00315). Uma vez que



todos esses parametros sao considerados como
possiveis manifestacdes clinicas de DADF, é de
se supor que 0s gatos geriatricos incluidos no
estudo possivelmente ja4 apresentavam sinais
compativeis com DADF, mesmo que em
diferentes graus de gravidade. O dnico
pardmetro avaliado onde ndo se observou
diferenca estatistica entre gatos idosos e
geriatricos foi em relagdo a mudanca no aspecto
dos pelos / menos “grooming” (1%=2,28;
p=0,1307), indicando que a reducdo no tempo
gasto com os cuidados da pelagem ocorre de
forma semelhante entre gatos idosos e
geriatricos. Dentre as  alteragbes de
comportamento presentes na populacdo de
gatos idosos e geriatricos, as que ocorreram em
mais de 50% dos animais foram a permanéncia
de mais tempo descansando e a menor vontade
de brincar, entretanto, esses sinais s&o
comumente observados na populacdo felina
idosa ou geriatrica e devem ser considerados
como manifestacdo natural do processo de
envelhecimento. Outras alteragbes como a
dificuldade em cobrir as fezes, a diminuicdo na
frequéncia em que o animal ronronava e o
aspecto emaranhado dos pelos ocorreram em
menos de 20% da populacdo estudada.

CONCLUSOES:

A maioria dos animais apresentou pelo menos
uma alteracdo de comportamento ou mudanca
de manejo ambiental sugestiva de DADF.
Dentre os animais geriatricos, a frequéncia das
manifestacbes clinicas possivelmente
associadas a DADF foram estatisticamente
significativas se comparadas aos gatos idosos.
Dessa forma, a avaliagcdo clinica de gatos com
idade acima de 11 anos deve incluir a
investigacdo dos principais sinais
comportamentais que podem indicar a presenca
de DADF, a fim de possibilitar o diagnéstico
precoce da afecc¢d@o e a instituicio de medidas
terapéuticas  adequadas que  garantam
gualidade de vida e bem-estar aos animais
idosos e geriatricos.
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INTRODUCAO:

As neoplasias maméarias sdo os tumores
mais frequentes em cadelas, representando
cerca de 50 a 70% de todas as neoplasias
nessa espécie, constituindo um problema de
grande impacto na Medicina Veterinaria. Estima-
se que no Brasil, a incidéncia de tumores
malignos em cadelas seja superior a 70% dos
tumores mamarios (OLIVEIRA et al, 2003;
FILHO et al, 2010).Essa enfermidade acomete
principalmente fémeas caninas de meia idade a
idosas com faixa etaria entre 7 e 12 anos. (De
Nardi et al. 2016)

A hip6tese de que alguns horménios
aumentam a incidéncia das neoplasias foi
postulada pela primeira vez por Bittner et al.
(1948). O estrégeno, a prolactina (Deng; Brodie,
2001), e a progesterona podem estar
relacionados com neoplasias mamérias. O
estrogeno e a progesterona por serem
necessarios para 0 desenvolvimento e a
maturacdo natural da glandula, tém efeito
mitogénico sobre o epitélio das células
mamarias e induzem proliferacdo do epitélio
ductal intralobular e desenvolvimento dos ductos
e l|6bulos que resultam no crescimento das
glandulas mamaérias, apresentando uma
importante influéncia na carcinogénese dos
tumores mamarios (De Nardi et al. 2016).

Alguns autores associam as nheoplasias
mamarias a desordens enddcrinas decorrentes
de cistos foliculares e tumores de células da
granulosa (TCG) (Johnston, 1998), além de
outros fatores como hiperplasia endometrial
(Moulton, 1990), pseudogestacgédo, nuliparidade,
obesidade e utilizacdo de progestagenos (MOL
et al.,, 1997). Em cadelas com tumor de células
da granulosa, € comum ocorrer hiperplasia
cistica endometrial e piometrite, enquanto
cadelas com cisto folicular podem apresentar
ninfomania ou irregularidade do ciclo estral,
hiperplasia cistica de endométrio e hiperplasia

ou neoplasia mamaria. (Nascimento; Santos,
2003).

Dessa forma acredita-se que a
ovariossalpingohisterectomia (OSH) realizada
antes do primeiro estro reduz o risco de
desenvolvimento da neoplasia mamaria para
0,5%; nas fémeas esterilizadas apds o primeiro
ciclo estral ainda reduz-se o risco para 8,0% e a
OSH em cadelas ap6s o terceiro estro esse fator
de protecdo ndo é tdo eficiente (EWEN;
WITHROW, 1996).

Frente ao exposto podemos afirmar que
os hormobnios sexuais enddgenos e exdgenos
tem funcdo importante no desenvolvimento de
enfermidades mamarias, dentre elas as
neoplasias mamarias.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram selecionadas para o estudo, 119
cadelas inteira portadoras de neoplasia
mamaria.

Alenza et al. (2000) relatou que os
animais de raca pura  apresentaram
predisposi¢cdo maior para desenvolver neoplasia
mamaria. A frequéncia de cadelas de raca pura
foi de 72,27 (86) e a frequéncia de cadelas sem
raca definida foi de 27,73% (23). Dentre as
cadelas de raca pura, a maioria foram animais
da raca Poodle com 20,17% (24).

A idade das cadelas variou de 3 a 16
anos, sendo 81 (68,06%) com idade entre 5 e
10 anos, e 38 (31,93%) com idade entre 11 e 16
anos. Sendo assim, animais com maior
acometimentos neoplasicos sdao os de meia
idade a idosos em concordancia com De Nardi
et al. 2016.

Quanto ao uso de
anticoncepcionais, 83,19% (99) dos animais
nunca utilizaram, 4,59% (5) receberam pelo
menos uma vez, e 13,76% (15) ndo tinham
informacbes sobre. Todas as cadelas que
sofreram administracdo de anticoncepcionais



apresentaram  neoplasias malignas, em
concordancia com MOL et al. (1997)

De acordo com Fergusson (1985) 40%
dos tumores maméarios sdo adenocarcinomas,
50% séo carcinomas mistos e 10% sdo de outro
tipo histoldgico. Dentre as neoplasias malignas
mais frequentes, o carcinoma em tumor misto
apresentou maior incidéncia, com 61,34% (73),
seguido do carcinoma papilar com 12,6% (15),
carcinossarcoma com 8,4% (10) e carcinoma
tubular com 6,72% (8) Neste estudo, foi possivel
observar 97,75% (87) das cadelas com
alteracfes uterinas e ovarianas.

As alteracbes uterinas apareceram em
81,51% (97) das cadelas. A hiperplasia
endometrial cistica foi a alteracdo uterina mais
frequente, com 52,1% (62) dos animais, seguido
da hiperplasia endometrial com 18,48% (22),
adenomiose com 4,2% (5), leiomioma com
5,504 (6), cistos endometriais com 4,2% (5),
hidrometra com 2,52% (3), mucometra com
2,52% (3) e piometra com 1,68% (2). Todas as
cadelas com lesGes mamarias ndo neoplasicas
e cadelas com neoplasias benignas tiveram
apenas hiperplasia endometrial cistica e nao
cistica. Ja nas portadoras de neoplasias
mamarias malignas foram observadas em todas
as alteracdes uterinas citadas. Neste estudo,
100% das cadelas com piometra e 66,66% das
cadelas com mucometra  apresentaram
hiperplasia endometrial cistica (HEC), em
concordancia com Oliveira et al, 2008, que
sugerem que a piometra é precedida da HEC.

As alteracbes ovarianas  foram
observadas em 84,87% (101) dos animais.
Foram observados 68,06% (81) de cistos,
43,7% (52) de hiperplasias e 38,7% (46) de
neoplasias. Dentre os cistos mais frequentes,
54,88%(45) cistos de estruturas subepiteliais,
25,61%(21) cistos de ductos e tabulos
mesonéfricos e 19,51%(16) cistos foliculares.
Dentre as hiperplasias, 69,39% eram hiperplasia
em rede ovariana, 14,29% hiperplasia cistica em
rede ovariana e 14,29% hiperplasia de células
da granulosa. Dentre as neoplasias, 93,5%
tumor de células da granulosa e 6,5%
disgerminoma  evidenciando uma frequencia
superior a frequencia de TCG demonstrada no
livro de De Nardi et al. (2016). Sendo que
36,13% dos animais apresentaram tumor das
células da granulosa e 13,44% apresentaram
cistos foliculares, alteragbes que podem estar
associadas a neoplasia maméria em
concordancia com Johnston (1998).

O alto indice de alteracbes uterinas e
ovarianas observadas nas cadelas portadoras

de neoplasia maméria neste estudo, valida a
indicagéo da realizacéo de
ovariossalpingohisterectomia  associada a
mastectomia nestas pacientes.

CONCLUSOES:

Cadelas portadoras de neoplasia
mamaria maligna apresentam alteracdes
uterinas e ovarianas importantes.

A ovariossalpingohisterectomia é
indicada em cadelas portadoras de neoplasia
mamaria.
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INTRODUCAO:

Segundo definicdo da Organizacéo
Mundial da saide (OMS) Diabetes mellitus (DM)
€ wuma sindrome de etiologia mdiltipla,
decorrente da falta de insulina ef/ou
incapacidade da insulina exercer
adequadamente suas acdes. E considerada
uma enfermidade de carater crbnico
caracterizada pela presenca de altas
concentracdes glicémicas, decorrentes aos
distirbios no metabolismo de lipideos,
carboidratos e proteinas ocasionados pela
auséncia ou deficiéncia na secrecao de insulina
pelas células B das ilhotas de Langerhans do
pancreas .

Os antioxidantes tém sido descritos
como compostos eficazes no tratamento dos
efeitos  associados a  diabetes, como
demonstrado na nefropatia diabética. Nesse
contexto, o guarana (Paullinia cupana) vem
sendo descrito como um agente antioxidante,
possuindo compostos bioativos que agem
diretamente no metabolismo corporal. A acéo
antioxidante do guarana se deve, sobretudo,
aos polifendis presentes em sua composicao.
Entre os efeitos benéficos dos polifendis
destacam-se a neutralizacdo de espécies
oxidantes como o anion superdxido e o radical
hidroxila, a atividade enzimatica, a inibicdo da
proliferacéo celular, e seus efeitos antibitticos e
antiinflamatérios. Os componentes do guarana
ja mostraram potencial efeito benéfico sobre as
doencas cardiovasculares, devido a sua
capacidade de reduzir a oxidac@o de colesterol
de baixa densidade e de atenuar processos
inflamatdrios .

Este estudo teve por objetivo avaliar os
efeitos do guarand sobre a histoarquitetura do
coracdo e da artéria aorta de ratos Wistar com
diabetes experimentalmente induzida. Além
disso, visou avaliar as alteracbes

cardiovasculares, hematolégicas e bioquimicas
nesses animais.

Foram utilizados 28 animais Rattus
norvegicus, variedade albinus, linhagem Wistar,
machos, com 340 + 159 de peso vivo que foram
mantidos em gaiolas individuais no biotério de
experimentacdo. Os ratos foram aleatoriamente
divididos em 4 grupos experimentais:

Grupo Controle (GC): ratos alimentados
com dieta padréo;

Grupo Diabético Controle (GDC): ratos
com diabetes induzida pelo aloxano, submetidos
a dieta padréo;

Grupo controle Guarana (GCG): ratos
alimentados com dieta padrdo adicionada de
guarana;

Grupo Diabético Guarana (GDG): ratos
com diabetes induzida pelo aloxano e
alimentados com dieta padrdo adicionada de
guarana.

Foi avaliada a pressdo arterial,
bioquimica sérica e perfil hematoldgico,
espessura da parede arterial e do miocéardio
ventricular, Area total da luz e da parede
vascular e avaliacdo do colageno intersticial por
meétodo estereolbgico

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A andlise dos lipidios séricos mostrou que a
concentracdo de LDL Colesterol em GCG foi
33,27% maior do que em GC. Além disso, o
HDL colesterol apresentou um aumento de
51,72% em GDG quando comparado ao GC e
57,59% quando comparado ao GCG.

Os niveis séricos de ALT do grupo GCG
foram reduzidos em 30,31% (comparado a GC)
e 41,64% (Comparado a GDC). Também foi
observada reducdo de 29,47% deste parametro
no grupo diabético guarana , se comparado ao
grupo diabético controle. A concentracdo da



transaminase AST se mostrou elevada (mais
que 50%) no grupo GDC em comparagdo com
0s demais grupos.

Os grupos GDC e GDG apresentaram
aumento significativo (mais que 53%) nos niveis
séricos de uréia quando comparados a GC e
GCG. Além disso, o grupo GDC apresentou
valor médio de creatinina sérica aumentado
(mais que 20%) em relag&o aos demais grupos.
A proteina total sérica sofreu leve redugdo nos
grupos diabéticos, se comparados aos grupos
controle.

Os demais parametros da bioquimica
sérica ndo apresentaram diferenca significativa.
Foi observado aumento do numero de hemacias
e hematécrito em GDC. Nos grupos diabéticos
também foi observado aumento do volume
corpuscular médio e no namero de linfécitos. A
concentracdo de hemoglobina se mostrou mais
elevada no grupo GCG. Nos demais parametros
ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos.

Foram observados menor espessura
(p<0,0002) e menor area (p< 0,0192) da parede
da Aorta dos animais diabéticos, quando
comparados aos animais controle, com e sem a
adicdo do guarana. A area luminal da Aorta ndo
sofreu alteracdes em nenhum dos grupos
testados (p = 0,8059). Foi observada reducéo
significativa do numero de l&minas elasticas na
tunica media da Aorta dos animais do grupo
diabético controle, quando comparada ao grupo
controle (p = 0,0194). Os aspectos
morfométricos da artéria aorta, dos grupos de
animais testados (grupos controle e grupos
Guarand), estdo demonstrados nas imagens
obtidas por microscopia Optica dos cortes
histoldgicos .

A andlise do miocardio do ventriculo
esquerdo do coracdo dos animais testados
mostrou que a espessura do miocardio
ventricular ndo sofreu altera¢des. No entanto, foi
observado aumento significativo no percentual
de fibras de coladgeno no VE dos animais do
grupo diabético controle.

CONCLUSOES:

Concluimos através dos resultados
deste trabalho que a suplementacdo de guarana
na dieta ndo influenciou na perda de massa
corporal , na glicemia e na PAM dos ratos
diabéticos.

Também concluimos que a
suplementacéo de guarand na dieta dos animais
diabéticos baixou os niveis de ALT, AST e

Creatinina no soro desses animais, porém nao
alterou os padrdes hematolégicos.

A artéria aorta dos animais diabéticos
apresentaram menor espessura e area quando
comparadas com os animais controles, contudo,
a area luminal ndo sofreu alteracoes.
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INTRODUCAO:

As cefalosporinas constituem uma classe de
antimicrobianos que possuem em comum o anel
beta-lactdmico. O principal mecanismo de
resisténcia bacteriana a estes antimicrobianos é
a producdo de enzimas [-lactamases que
hidrolizam o anel beta-lactdmico, fazendo com
gue este antimicrobiano perca a capacidade de
inibir a sintese da parede celular bacteriana. As
cefalosporinas sé@o classificadas em geracdes,
de acordo com a ordem de desenvolvimento e
espectro de acdo. A acdo e poténcia contra
diversos microrganismos aumentam com a
evolucao das geracfes. As cefalosporinas de 32
geracdo sao mais potentes contra bacilos Gram-
negativos. As principais drogas que compdem
esta geracdo sdo: Cefotaxima, Ceftazidima e
Ceftriaxona. O Ceftiofur também faz parte desta
geracdo sendo, porém, de uso exclusivo na
medicina veterinaria. A resisténcia a esses
antimicrobianos emergiu rapidamente. As
enzimas passaram a conferir espectro de
hidrélise estendido as cefalosporinas de 32 e 42
geracdes, sendo entdo denominadas beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL, do
inglés Extended Spectrum Beta-Lactamases).
As ESBL sdo prontamente inibidas pelos
inibidores de betalactamases (acido
clavulamico, tazobactan e sulbactan). Essa
propriedade é wusada em alguns testes
fenotipicos para identificacdo de cepas
bacterianas produtoras desta enzima.
(D'AZEVEDO et al.,, 2004; OLIVEIRA et al.,
2009). Existe uma grande variedade de enzimas
ESBL, o que pode dificultar a deteccdo destas
enzimas por testes fenotipicos (PEREZ et al.;
2007) Na avicultura, a pratica de administrar
ceftiofur junto a vacina de Marek, ainda nos
incubatérios, tem sido associado ao aumento de
Escherichia coli produtora de ESBL no trato
intestinal de pintos de 1 dia (SARAIVA et al.,) E.

coli € um habitante normal da microbiota das
aves e sua presenca em produtos derivados é
um marcador de contaminacdo fecal durante o
processamento.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar, por meio do teste fenotipico de
aproximacdo de disco, a presenca de ESBLs em
cepas de E. coli isoladas de frangos e
carcacas. Foram usadas neste estudo 171
cepas de E. coli, armazenadas no laborat6rio
de Sanidade Avicola da UFF. As cepas foram
previamente reativadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e submetidas ao teste de difusdo
em disco (CLSI, 2014), para selecdo daquelas
resistentes as  cefalosporinas.  Aliquotas
provenientes das amostras reativadas foram
semeadas em caldo Muller-Hinton (KASVI®) e
incubados a 37°C até atingir a turvacdo
correspondente ao padrdo 0.5 da escala de Mc
Farland. Aliquotas desse in6culo foram
semeadas em agar Muller-Hinton (KASVI®),
com o auxilio de suabes esterilizados. Discos
impregnados de  antimicrobianos  foram
depositados sobre os inéculos, e as placas
incubadas por 18h a 37°C. Para cada isolado de
E.coli foram testados 0s seguintes
antimicrobianos: ceftazidima (30ug), cefotaxima
(30ug), ceftriaxona (30 ug) e ceftiofur (10ug),
(CEFAR®). Os diametros dos halos de inibicédo
foram medidos com o auxilio de um halémetro e
as cepas foram classificadas como resistentes e
intermediariamente resistentes (ndo susceptivel)
ou sensiveis, de acordo com as recomendacdes
do CLSI (2014). Cada cepa resistente as
cefalosporinas foi avaliada quanto a producéo
de ESBL pelo método de aproximacao de disco,
utilizando os  seguintes  antimicrobianos:
Amoxicilina/Acido  Clavulanico (30 ug),
Ceftazidima (30 ug), Cefotaxima (30 pg) €

Ceftiofur(30 ug). Apds incubacéo a 37°C por 24
horas, o aparecimento de uma distor¢éo do halo



ao redor do disco B-lactdmico (“zona fantasma”)
na cepa testada, representada pela inibicdo
sinérgica entre os discos de Amoxicilina/Acido
clavulanico posicionado no centro da placa e os
outros discos dispostos ao redor do disco
central, indicava se tratar de uma produtora de
ESBL.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Das 171 cepas estudadas 55 (32,16%)
apresentaram susceptibilidade reduzida a pelo
menos uma das cefalosporinas estudadas. Os
maiores percentuais de resisténcia foram
detectados para os antimicrobianos Ceftriaxona
(CRO) e Cefotaxima (CTX) em ambas as
fontes(tabela 1). Em cloaca 5,85% das cepas
(10/171) foram resistentes a CRO e 7,0%
(12/271) a CTX. Em carcagas 13,45% das
cepas (23/171) foram resistentes a CRO 12,28%
(21/271) a CTX. O uso de Ceftiofur tem sido
frequente na avicultura e tem sido implicado
com o aumento de resisténcia a este
antimicrobiano (Saraiva et al., 2018). Apesar de
seu uso frequente, nas cepas utilizadas neste
estudo, o0 menor percentual de resisténcia
ocorreu para este antimicrobiano. A origem das
cepas isoladas nédo interferiu na frequéncia de
resisténcia aos diferentes antimicrobianos
estudados pelo teste de Fisher (p<0,05). Das 55
cepas ndo susceptiveis as cefalosporinas 9
(16,36%) foram sensiveis ao efeito inibidor do
acido clavulanico, ou seja, foram confirmadas
como cepas produtoras de ESBL, sendo duas
de cloaca (8,7%) e sete de carcaca (21,9%).
N&o houve diferenca entre as fontes estudadas
pelo teste de Fisher (p<0,05).

Tabela 1. Frequéncia de cepas resistentes a

cefalosporinas em amostras de material cloacal
(Clo) e carcacas (C) de frango de corte.

CAZ CRO CTX CTF

Clo|C |[Clo|C |Clo|C |[Clo |C

R|5 |6 |10 |23 |12 |21 |4 |7

| |8 7 |0 6 |2 5 |7 15

CAZ — Ceftazidina; - CRO - Ceftriaxona;CTX —
Cefotaxima; CTF — Ceftiofur.

Tabela 2. Frequéncia de cepas produtoras de
ESBL em amostras de material cloacal (Clo) de
frango de corte e carcacas (C).

ESBL + | ESBL - Total
Clo 2 21 23
C 7 25 32
Total 9 46 55

O teste de aproximacdo de discos é um dos
testes usados para a deteccdo fenotipica de
cepas produtoras de ESBL. Estes testes variam
de acordo com o agente bacteriano, tipo de
teste, do antimicrobiano usado como substrato e
com o tipo de enzima produzida (D'AZEVEDO,
et al., 2004; PEREZ et al., 2007). Os Testes
baseados na deteccdo de genes que codificam
a produgdo de ESBL podem ser bastante
conclusivos. No entanto, ndo estdo disponiveis
na maioria dos laboratérios (D'AZEVEDO, et al.,
2004)

CONCLUSOES:

Nas condicdes deste estudo foi possivel
confirmar a presenca de cepas de E.coli
produtoras de ESBL em frangos e carcagas.
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INTRODUCAO: As macrdfitas s&o
um dos exemplos de vegetacdo empregados
nas Wetlands e possuem a finalidade de fazer a
fitorremediacdo das aguas, conseguindo
remover até metais pesados como chumbo
(Wolff et al, 2009), zinco (Wolff et al, 2009) e
cromo Il (Oliveira et al, 2015). S&o usadas
também como bioindicadoras de aguas com
Arsénio (Oliveira et al, 2012). Porém, este
tratamento produz uma grande quantidade de
biomassa, (Biudes & Camargo et. al., 2007) uma
vez que as plantas absorvem esses nutrientes
para poder crescer e, como estes estdo
presentes em grandes volumes, as plantas se
desenvolvem em ritmo acelerado, fazendo que
tenha-se a necessidade de poda constante para
nao haver acumulo e prejudicar a eficiéncia do
tratamento e consequentemente a qualidade da
agua. O objetivo deste projeto é quantificar e
analisar o teor lipidico do 6leo proveniente das
macroéfitas  Salvinia  auriculata  (Salvinia),
Cyperus comosus (Papirinho) e Cyperus
giganteus (Papirdo) e também o perfil de &cidos
graxos das mesmas, a fim de avaliar seu
potencial como matéria prima na producdo de
biodiesel. Para isso, diferentes metodologias
foram testadas com o intuito de obter o 6leo
sem que ocorressem perdas ou impurezas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A analise de umidade demonstrou que a
Salvinia possui mais agua que as demais
macrdfitas analisadas. Por meio da Figura 14 a
seguir, fica evidenciado que as umidades
variaram de 60,00 a 86,00%.

Todos os trés métodos utilizados dispuseram de
resultados distintos, podendo ser usado como
fonte de comparacéo entre si.

O primeiro método testado, na qual utilizava
como pré-tratamento o ultrassom e a amostra

macerada, obteve o resultado em torno de 4%
de teor de d4leo. Os resultados obtidos para o
teor de lipideos através do método de Bligh
Dyer, sem 0 pré-tratamento e para amostra
moida, foram de 6,24% para a Salvinia
Auriculata, 2,60% para o Cyperus comosus
(Papirinho) e de 3,03% para o Cyperus
giganteus (Papirdo). Através desses resultados,
€ possivel afirmar que de fato o tamanho da
particula da planta influencia na extragéo.

No terceiro método testado, teve-se um
resultado muito satisfatério, uma vez que foi
possivel extrair o O6leo sem nenhuma
modificacdo na sua caracteristica fisica, como
houve no método de Bligh Dyer modificado.
Porém encontrou-se dificuldades no momento
do rotaevaporador, uma vez que 0 equipamento
requer muita prudéncia visto que a solucdo de
menor ponto de ebulicdo ir4 volatilizar primeiro.
Neste caso, o hexano seria o primeiro a
evaporar e logo depois, se deixado alguns
segundos a mais, o 6leo também.

Tabela 1: Quantidade de 6leo (em g) obtida
através do método de Daflon, 2016.

Salvinia Papirinho Papirdo

Quantidade

média de dleo 012340

0,1942 0,075

Observou-se um pequeno problema na primeira
amostra de Salvinia e por isso ndo foi feita a
fase hexéanica. Além disso, também néo foi
possivel realizar a etapa hexanica na primeira
amostra de Papirinho uma vez que ndo havia
hexano suficiente. Em suma, ao total extraiu-se
Oleo de 2 amostras de cada espécie totalizando
6 amostras.



Percebe-se que os valores da segunda
remessa, fresca e cortada em pedacos maiores,
obteve valores superiores, com todas as
espécies, comparada com os valores da
primeira remessa com excecdo apenas da
primeira  amostra de Cyperus comosus.
Destaca-se que a primeira remessa foi utilizada
material antigo e moido enquanto nessa nova foi
apenas cortado e por causa disso ndo é
possivel fazer uma comparacdo mais
aprimorada sobre as divergéncias nos
resultados.

CONCLUSOES:

Em suma, através da metodologia utilizando o
ultrassom como pré tratamento obteve-se 4% de
teor lipidico, no entanto ao mudar o método para
extracdo a frio de Bligh & Dyer modificado
encontrou-se 6,24% de teor lipidico na Salvinia
auriculata (Salvinia), 2,60% na Cyperus
comosus (Papirinho) e 3,03% na Cyperus
giganteus (Papiro). Valores menores do que as
oleaginosas que ddo origem a maior parte do
biodiesel produzido atualmente. No terceiro
método, o resultado obtido foi em gramas. A
Salvinia Auriculata foi a Unica que foi feita em
triplicata encontrando-se 0,2857 g e 0,1833 g,
uma vez que uma das amostras foi perdida no
rotaevaporador. J& para o Papirinho e Papiréo,
encontrou-se  0,1942 g e 0,075 g,
respectivamente. Além disso, é valido ressaltar
os resultados das amostras da Ultima remessa
também foram obtidas em gramas, tendo
valores de 1,18945 g e 0,44405 g para a
Salvinia Auriculata, e 0,0725 g e 0,02089 g para
o Cyperus comosus (Papirinho), e 0,3502 g e
0,1941 g para o Cyperus giganteus (Papirdo).
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INTRODUCAO:

A leptospirose é uma zoonose
infectocontagiosa de distribuicdo mundial.
Apresenta grande impacto social, econdmico e
sanitario, reconhecida pela Organizacdo
Mundial de Salde Animal e pela Sociedade
Internacional de Leptospirose. Em bovinos, a
frequéncia de morbidade pela doenca clinica
pode variar de 10% a 30%. A elevada
frequéncia de abortamentos, podendo atingir até
30%, e a queda na producdo de leite, sdo as
principais causas de prejuizos ocasionados pela
leptospirose (ADLER, 2015). Estudos mostram
clara associacao entre alteracfes reprodutivas e
a infeccdo por leptospiras, principalmente por
estirpes do sorogrupo Sejroe (PINTO et al.,
2016; FAVERO et al., 2017). No entanto,
apesar da provavel importancia como um sitio
extra-renal da infeccdo, poucos estudos
abordaram a identificagdo dos animais
carreadores do trato genital. A identificacdo de
bovinos portadores de Leptospira sp. em
amostras de aspirado folicular, torna-se
importante, pois grande parte das perdas
econdmicas devido a morte embrionéria, pode
estar relacionada & infeccdo dos foliculos
ovarianos por leptospiras, 0 que poderia
inviabilizar o o6cito fecundado. Assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar a
presenca de DNA de leptospiras patogénicas no
foliculo ovariano de vacas néo gestantes.

MATERIAL E METODOS:

O presente estudo foi aprovado no
comité local de ética no uso de animais
(CEUA/UFF) sob protocolo n® 863/2016. Foram
coletadas amostras de aspirado folicular dos
ovarios de 65 vacas, randomicamente
selecionadas, ndo prenhes, provenientes de
rebanhos de diferentes regides do estado do Rio

de Janeiro, e destinadas ao abate em dois
matadouros frigorificos sob inspecao estadual e
federal, um deles localizado em Juiz de Fora,
MG e outro localizado em Bem Posta, RJ.
Durante a evisceracdo dos animais, foi retirado
o aparelho reprodutivo de onde foram coletadas
as amostras de aspirado folicular por aspiracédo
em seringas de 1ml com agulhas de 6 mm x
0,25 mm (31G). Todo o contetdo dos foliculos
dos dois ovarios da mesma vaca foi coletado e
transferido  para  criotubos identificados,
congelados (-20° C) e transportados para o
Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da UFF
(LABV).

O DNA leptospirico foi extraido pelo kit
Wizard SV Genomic DNA Purification 497
System (Promega®, Madison, EUA). Primers
especificos do gene lipL32, relatados como
presentes em leptospiras patogénicas (Stoddard
et al., 2009), foram utilizados para reacbes de
PCR: LipL32-45 Forward (5 '
AAGCATTACCGCTTGTGGTG-3 ') e LipL32-
286 Reverse (5 ' GAACTCCCATTTCAGCGATT
-3 '), amplificando um fragmento de 242 pb.
Utilizou-se um volume de 25 pL de solugéo
contendo: 300 uM de cada desoxinucleotideo
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 75 mM de TrisHCI,
50 mM de KCI, 20 mM de (NH4)2504, 2,4 mM
de MgCI2, 1,5 uM de cada primer (Integrated
DNATechnologies, Coralville, EUA), 5 U/uL Taq
DNA polimerase (Promega®, Madison, EUA) e
3 uL de DNA molde.

Para cada conjunto de amostras, agua
ultrapura foi utilizada como controle negativo,
enquanto 10fg de DNA extraido de Leptospira
interrogans sorotipo Copenhageni cepa Fiocruz
L1-130 usado como controle positivo. Todas as
reag6es ocorreram no termociclador Gene Amp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). Ap6s uma desnaturacao inicial a 94
°C por 5min, o perfil da PCR foi definido da
seguinte forma: 30s de desnaturacdo a 94 °C,



30s de anelamento do primer a 53 °C e 1min de
extensdo do primer a 72 °C, com um total de 40
ciclos, com uma extensdo final a 72°C durante
5min.

ApoOs a reacao de PCR as amostras e 0
padrdo de peso molecular 1Kb DNA Ladder
(Invitrogen, Life Technologies, S&o Paulo,
Brasil) foram aplicados com GelRed™ em
diluicdo de 1:500 em gel de agarose 1,5% e
submetidos a eletroforese com 5v/cm? (110v por
45 minutos) em uma cuba horizontal (BioRad,
Séo Paulo, Brasil) com tampé&o TAE 1x (40mM
Tris-acetado e 1mM EDTA).

Os resultados obtidos foram analisados
pelo software Bioestat® 5.3, aplicando
estatistica descritva para a andlise das
amostras positivas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O presente estudo foi aprovado no
comité local de ética no uso de animais
(CEUAJUFF) sob protocolo n® 863/2016. Foram
coletadas amostras de aspirado folicular dos
ovarios de 65 vacas, randomicamente
selecionadas, ndo prenhes, provenientes de
rebanhos de diferentes regides do estado do Rio
de Janeiro, e destinadas ao abate em dois
matadouros frigorificos sob inspecdo estadual e
federal, um deles localizado em Juiz de Fora,
MG e outro localizado em BemPosta, RJ.
Durante a evisceracdo dos animais, foi retirado
o aparelho reprodutivo de onde foram coletadas
as amostras de aspirado folicular por aspiracéo
em seringas de 1ml com agulhas de 6 mm x
0,25 mm (31G). Todo o conteudo dos foliculos
dos dois ovarios da mesma vaca foi coletado e
transferido  para  criotubos identificados,
congelados (-20° C) e transportados para o
Laboratério de Bacteriologia Veterinaria (LABV).

Das amostras obtidas, extraiu-se o DNA
e os produtos da extracdo foram submetidos a
PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) para a
deteccéo do gene lipL32.

No total, 7/65 (10,8%) das amostras
foram positvas para PCR, produzindo
amplicons com o tamanho esperado,
confirmando a presenca de DNA de leptospiras
patogénicas no interior do foliculo ovariano
destes animais. Este estudo demonstrou, pela
primeira vez, a presenca de Leptospira no
ovario de fémeas bovinas assintométicas e
naturalmente infectadas, o que indica a infeccéo
precoce do odécito. Embora na leptospirose os
mecanismos de patogenia envolvido nos danos
embrionérios ndo sejam totalmente elucidados,

estudos demonstraram que, mesmo em sua
forma cronica e silenciosa, a leptospirose esta
associada com perdas reprodutivas,
particularmente a repeticdo de cio e perda
embrionaria. (LIBONATI et al., 2018).

CONCLUSOES:

O presente estudo demonstrou que o
foliculo ovariano pode também ser infectado por
leptospiras. Muito provavelmente a infecgdo
ovariana contribui para o dano embrionario,
levando a morte embrionaria, falhas
reprodutivas e, consequentemente, repeticdo de
cio nos animais.
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INTRODUCAO:

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é
um aglomerado plaquetario de fonte autégena
rico em fatores de crescimento obtidos a partir
da centrifugacdo de sangue total através de
gradiente de densidade. Sua producdo ocorre
por meio da precipitacdo dos eritrdcitos na parte
inferior do tubo, na porcdo intermediaria
permanece o PRP, enquanto o plasma pobre
em plaquetas (PPP) encontra-se na parte
superior (NIXON, 2010).

Em cavalos, o PRP tem sido
clinicamente utilizado para reparar diferentes
lesbes, tais como as dsseas (CARMONA e
LOPEZ, 2011), articulares, (PICHEREAU et al.,
2014) e de tecidos moles (MAIA et al., 2009).
Além de ser um produto com variadas
propriedades terapéuticas, apresenta algumas
caracteristicas atrativas, como: coleta
minimamente invasiva, preparacdo rapida e
facil, baixo custo de producdo, boa eficacia
clinica, e possui ainda a qualidade de ser um
hemoderivado autégeno, o que minimiza o risco
de rejeicdo (De Miranda, 2016).

Outra  alternativa de  tratamento
economicamente viavel é a ozonioterapia. O gas
de ozbnio sintético apresenta potente efeito
bactericida, fungicida e viricida. Sao descritas
vérias formas de utilizacdo da ozonioterapia, tais
como 0 gas, agua e 6leos ozonizados (LAGE-
MARQUES, 2008), bem como inimeros
métodos de administracdo, como por exemplo:
via subcuténea (SC); intramuscular (IM); intra-
articular; paravertebral; intra-discal; intracavitaria
(espacos peritonial e pleural); intravaginal;
intraretal; intrauretral; intravesical; uso topico em
técnicas de bagging e flushing; e auto-
hemoterapia ozonizada (BOCCI, V. et al., 2011).

Nos equinos, a aplicacdo do ozobnio ja
foi descrita no tratamento de habronemose,
osteoartrite, tendinopatias, doencas isquémicas,
abdémen agudo, otites médias, laminites,
feridas, analgesias, entre outros (PENIDO et al.,
2010). Do mesmo modo, a ozonioterapia
demonstrou resultados encorajadores no
tratamento de amplo espectro de doencas virais
e infecciosas, incluindo anemia infecciosa
equina, abortos em infeccdo por clamidia,
erliquiose e também para linfomas (BHATT, J. et
al., 2016).

Segundo Nakao et al. (2009), no
entanto, a ozonioterapia ndo pode ser utilizada
em todas as doencas, pois apresenta toxicidade
ao trato respiratério quando utilizada de forma
direta, causando irritacdo das vias aéreas
superiores. Em contrapartida, o sangue possuli
uma quantidade adequada de antioxidantes
capaz de interagir com o ozdnio de forma a
debelar qualquer fator de toxicidade, desde que
nas dosagens terapéuticas adequadas ja pré-
estabelecidas (BHATT, J. et al., 2016).

No intuito de uma futura aplicagdo
clinica da reunido das propriedades de
regeneracdo tecidual do PRP (angiogénese e
quimiotaxia) e da ozonioterapia (em suas
fungbes antimicrobiana, anti-inflamatoria e
diminuic@o da adesé&o plaquetéria), é necessario
primeiro avaliar o efeito da ozonizac¢do sobre a
contagem plaquetaria no Plasma Rico em
Plaguetas (PRP) de equinos sadios - sendo
esta, portanto, a finalidade do presente trabalho.

Para a confeccdo do mesmo foram
utilizadas amostras de sangue venoso de 10
equinos atestados como clinicamente
saudéaveis, machos e fémeas com idades entre
2 a 5 anos. Obteve-se 24mL de sangue de cada
animal, por meio de 6 tubos com citrato de sddio



a 3,2% (com capacidade para 4mL por animal).
Também foi coletada uma amostra de sangue
em tubo EDTA para realizacdo de hemograma e
dosagem de fibrinogénio plasmatico, bem como
confeccdo de esfregaco para avaliacdo
citologica diferencial.

0] material foi levado para
processamento em laboratério. O hemograma e
a dosagem de fibrinogénio plasmatico foram
realizados conforme as técnicas descritas por
Jain (1993). Para a confeccdo do PRP foi
utilizado o protocolo preconizado por de Miranda
(2018).

Uma vez pronto, o PRP foi divido em
dois grupos, ambos com amostras dos 10
animais. Um grupo permaneceu sem tratamento
com gas 0zo6nio (STO) e outro foi submetido ao
tratamento (CTO). A ozonizagdo do PRP foi
executada por meio do equipamento OZONIC
VET© conforme recomendacdo do fabricante,
na concentracdo de 45 pug/mL e 2mL de volume
em cada frasco contendo PRP.

Por fim, as contagens plaquetarias
foram realizadas nos dois grupos, e os dados
tabelados para avaliacdo estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A contagem de plaquetas (10%/ulL), o
grupo sem tratamento com gas ozénio (STO)
obteve média de 805,2 e desvio padrdao de
170,9989. O grupo com tratamento (CTO), por
sua vez, obteve como média 93,6 e desvio
padrdo de 41,58579. As contagens assim como
a média no grupo com tratamento pelo o0z6nio
foram menores do que no sem tratamento.

Quanto a andlise estatistica, observou-
se sobre o teste de distribuicdo, em ambos os
casos, a verificacdo da normalidade. Dessa
maneira, foi utilizado para anélise paramétrica o
teste t de Student. As variaveis foram tratadas
como independentes. Assim, utilizou-se o teste
de Levene para igualdade de varidncias e o
teste t para igualdade de médias. Observou-se
diferenca significativa entre os grupos (p <
0,001).

CONCLUSOES:

ApOs o processamento das amostras
observou-se significativa diferenca quantitativa
entre os grupos STO e CTO. Esse fato indica
duas hip6teses principais: uma seria a
destruicdo das plaguetas ou de fatores de
crescimento no material; a outra seria que

ocorreu a ativacdo plaquetéria, a ser avaliada
por andlises qualitativas.

Dessa forma, o produto final apds a
0zonizagdo nao pode ser chamado de PRP, uma
vez que a contagem plaquetdria foi reduzida.

Em casos nos quais o PRP é de uso
imediato, a ativacdo dos fatores de crescimento
anterior a aplicacdo, por si s6, nao é
considerada  prejudicial  ao método de
tratamento. No entanto, coloca-se em
questionamento se a aplicacdo de ozbnio ao
plasma rico em plaquetas ndo o transforma de
modo a néo ser possivel chama-lo dessa forma.
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INTRODUCAO: Os tumores mamarios estdo entre
0S mais comuns nos animais da espécie canina,
representando 25 a 50% de todos os tumores
documentados (MILLANTA et al., 2005).

O exame histopatolégico € o método de eleicao
para identificar as caracteristicas de uma neoplasia
(MOTA & OLIVEIRA, 1999) e é considerado o
método mais confiavel para o diagnéstico de tumor
de mama canino, uma vez que permite avaliar
fatores como infiltragdo vascular, cutdnea e de
tecidos moles. Além disso, oferece dados como tipo
histologico, grau de diferenciacdo, indice mitético,
presenca de necrose (MISDORP et al., 1999).

Atualmente o estudo da expressdo de marcadores
prognésticos e preditivos do cancer de mama na
mulher e em animais, pela técnica de
imunohistoquimica, tem se revelado importante
ferramenta de trabalho na rotina diagnéstica e de
pesquisa. Através de estudos realizados sobre o
desenvolvimento tumoral em canideos e humanos
foram observadas similaridades referentes ao
comportamento hiolégico, aspectos histoldgicos,
alvos moleculares e genética tumoral
(KUMARAGURUPAN et al., 2006; PAOLONI et al.,
2008; UVA et al., 2009), também constataram haver
relacdo entre a sobre-expressédo da proteina HER2,
ndmero de mitoses e maior grau histolégico nas
células tumorais (AHERN et al., 1996; de LAS
MULAS, 2003).

As DNA topoisomerases sado responsaveis pela
abertura das fitas de DNA, e essas enzimas
onipresentes desempenham papéis criticos em
muitos processos bioldgicos envolvendo o DNA. A

topoisomerase 2A é necessaria para a replicagdo
do DNA e segregacdo cromossémica (Champoux
JJ, 2001), e sua expressdo € significativamente
elevada nas células proliferativas e cancerigenas
(Sandri MI, Hochhauser D, Aytonm P, Camplejohn
RC, Whitehouse R, Turley H, et al, 1996),
demonstrando associagdo com a disseminacgao
neoplésica (SILVA, 2017).

No presente estudo, foi avaliada a expressdo de
TOP2 e sua relagdo com a avaliacdo da expressao
de HER2 e o diagnéstico histopatolégico. Desta
forma, o projeto tem como objetivos: 1) Avaliar a
expressdo das proteinas receptoras do fator de
crescimento epidérmico 2 (HER2) e da
topoisomerase 2A (TOP2A) em glandulas
mamarias caninas tumorais e nao tumorais; 2)
Comparar o0s resultados da avaliagdo imuno-
histoquimica, realizadas em microscopio O6ptico,
referentes aos dois marcadores utilizados;

Palavras chave: tumor de mama, cao,
imunohistoquimica, HER2, TOP2A.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram selecionados blocos de amostras de tecido
mamario canino pertencentes ao acervo do Setor
de Anatomia Patolégica Veterinaria/lUFF e do
Instituto Jorge Vaitsman. Em seguida, realizou-se
reavaliacdo histopatolégica dos cortes histolégicos
corados em HE e a classificacdo dos 10 tumores
malignos e dos 10 tumores benignos foram feitas
de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(MISDORP et al., 1999) e Consenso Brasileiro de
Classificacdo de Tumores Mamarios Caninos
(CASSALI et al, 2014), expostas nos gréficos 1 e 2.



Gréfico 1: Avaliacdo Histopatoldgica — percentual
de cada tipo tumoral encontrado na avaliacdo
histopatolégica das amostras de tumores malignos.
Niterai.

Classificacao histopatologica

M Carcinoma em tumor misto M Carcinoma complexa
Carcinossarcoma Carcinoma anaplasico

B Carcinoma de celulas fusiformes

10%

10%

Gréfico 2: Avaliacdo Histopatologica — percentual
de cada tipo tumoral benigno encontrado na
avaliacdo histopatolégica das amostras benignas.

Niteroi.

Classificagdo histopatologica

= Tumor misto benigno = Adenoma simples = Adenoma complexo

Ap6s avaliagcdo histopatologica de 10 amostras de
neoplasias malignas e de 10 amostras benignas
coradas pela hematoxilina-eosina, foi possivel
determinar os tipos histolégicos presentes no
estudo. O tipo tumoral maligno mais frequente foi o
carcinoma em tumor misto e o benigno foi o tumor
misto benigno. A classificacdo histolégica dos
tumores malignos e dos tumores benignos foi
seguida pela técnica de imuno-histoquimica usando
0s anticorpos de expressdo de HER2 o qual gerou
resultados dispostos nas tabelas 1 e 2.

A coloragdo para HER2 foi observada de acordo
com as recomendac¢des da American Society of
Clinical Oncology (ASCO), descritas por WOLFF et
al. (2013)

Tabela 1! Relagdo da clsssificacdo histoldgica e imunomarcacdo com o anticorpo anti-HER2
e inter pretagso segundo: ASCO/C AF em tumores benignos Niterci, 2017-2018.

Histopatologico Score ASCOICAP

Adenoma complexo 1+ Negativo

Tumor misto benigno 3+ Positivo

Adenoma complexo 1+ Negativo

Adenoma simples 3+ Positivo

Tumor misto benigno 2+ Inconclusivo

Adenoma simples 3+ Positivo

Adenoma simples 3+ Positivo

Tumor misto benigno 2+ Inconclusivo

Tumor misto benigno 2+ Inconclusivo

Adenoma complexo 3+ Positivo

De acordo com a American Society of Clinical
Oncology (ASCO/CAP), 50% dos tumores benignos
avaliados foram positivos. Em relagdo aos tumores
mistos benignos, 25% apresentaram-se positivos,
sendo os demais 75% inconclusivos. Os casos de
adenoma simples foram positivos; dois casos com
o diagnéstico de adenoma complexo foram
negativos e um caso apresentou-se positivo.

Tsbels 2: Relscio da classificacdo histoldgica e imunomarcaco de tumores malignos
com o snticorpo anti-HER2 e'interpretacdo  segundo o ASCO/CAP. Niteroi, 2017-2018.

Histopatolégico Score  ASCOI/CAP

Carcinoma complexo 2+
Carcinoma de células
fusiformes 1+ Negativo

Inconclusivo

Carcinomaanaplasico 2+

> Inconclusivo
Carcinoma em tumor

misto 3+ Positivo
Carcinoma em tumor

misto 2+ Inconclusivo
Carcinoma em tumor

misto 3+ Positivo
Carcinoma em tumor 1 ,
misto + Negativo
Carcinoma em tumor =5
misto 3+ Positivo
Carginossarcoma 3t Rosiivo
Carcinoma em tumor Q Negativo

misto

De acordo com ASCO/CAP, 40% dos tumores
malignos avaliados foram positivos. A proporcéo de
positivos para o carcinoma em tumor misto foi 50%.
Novamente, os casos de carcinoma complexo e
carcinoma anaplasico foram inconclusivos no
ASCO/CAP, bem como o carcinoma de células
fusiformes foi considerado negativo, enquanto o
carcinossarcoma obteve marcac¢éo positiva.

Quanto a avaliacdo da expressao de TOP2A, foram
utilizadas as mesmas 10 amostras de neoplasias
malignas e 10 amostras benignas coradas pela



eosina-hematoxilina. A classificacéo histolégica dos
tumores malignos e dos tumores benignos foi
seguida pela técnica de imunohistoquimica usando
0s anticorpos de expressdo de TOP2A, o qual
gerou resultados dispostos nas tabelas 3 e 4, ja
correlacionando os resultados com os obtidos pela
avaliacdo da marcacdo imunohistoquimica para
HER:

Tabela 3: Relagao entre classificagdo histoldgica, avaliagdo

imunohistoquimica para HER2 e TOP2A de neoplasia
mamaria benigna

. Avaliagio HER2 Avaliaca
2 2 valiagio
Amosua| Histopatologico| HER2 Score (ASCO/CAP) TOP 2A Score TOPL&E
Adenoma -
L complexo L Negativo o Inconclusivo
Z TMEB 3= Positivo i Negativo
N Adenoma -
> complexo Negativo 3+ Positivo
‘Adenoma
4 simples 3 Inconclusivo 0 Negativo
5 TMB 2+ Inconclusivo [0 Negativo
Adenoma
¢ simples 3+ Positivo 1+ Negativo
Adenoma
Z simples 3 Positivo 2+ Iconclusivo
B TMB 2+ Tnconclusivo i+ Negativo
S TMB 2+ Inconclusivo 2+ Inconclusivo
Adenoma o
Lo complexo 3 Positivo 1+ Negativo

Tabela 4: Relagdo entre classificagdo histologica, avaliagao
imunohistoquimica para HER2 e TOP2A de tumores
malignos

Avaliagio HERZ
Amostra| Histopatolégico | HER2 Score | (ASCO/CAP) Avaliagio

TOP 2A Score

TOP2A

Carcinoma

1
= complexo

Inconclusivo

3+

Positivo

Carcinoma de
células
fusiformes

o

Negativo

=1

Negativo

Carcinoma
anaplasico

[

Inconclusive

Inconclusivo

2
4 CTM 3+ Positivo 2+ Inconclusivo
3 CT™M 2+ Inconclusive 2+ Inconclusivo
[ CTM 3+ Positivo 3+ Positive

7 CTM - Negafivo 2+ Tnconclusivo
8 CIM 3= Positivo = Negativo

9 Carcinossarcoma 3+ Positivo 0 Negativo
10 CTM 0 Negativo 2+ Inconclusivo

Dentre os tumores benignos, houve 10% de
concordancia entre os resultados obtidos, sendo
estes inconclusivos. Dentre os demais resultados
discordantes, 33,3% (30% em relacéo ao total) séo
representados por resultados inconclusivos para
HER2 e negativos para TOP2A; 33,3% (30% do
total) apresentaram-se positivos para HER2 e
negativos para TOP2A; 11,1% (10% do total)
negativo para HER2 e inconclusivo para TOP2A,;
11,1% (10% do total) negativo para HER2 e
positivo para TOP2A; 11,1% (10% do total) positivo
para HER2 e inconclusivo para TOP2A.

J& em relagdo aos tumores malignos, houve
maiores semelhancgas entre resultados: conforme

visto na tabela 4, 40% dos tumores malignos
positivos para HER2 o sdo também para TOP2A;
dentre os divergentes, 33,3% (20% do total)
resultaram positivos para HER2 e negativos para
TOP2A; 33,3% (20% do total) resultaram negativos
para HER2 e inconclusivos para TOP2A e os
33,3% restantes divergiram entre inconclusivo para
HER2 e positivo para TOP2A.

Além disso, 10% dos tumores benignos foram
positivos para TOP2A, sendo 30% inconclusivos, e
20% dos malignos foram positivos, sendo 50%
inconclusivos.

CONCLUSOES: O tipo tumoral maligno mais
frequente no presente estudo é o carcinoma em

tumor misto e o tipo tumoral benigno é o tumor
misto benigno.

Sao necessarios maiores estudos para que se
possa determinar o valor diagnéstico da presente
técnica para tumores caninos, bem como buscar
alternativas de automatizar a andlise — como a
partir da fotometria, por exemplo -, posto que, ao
analisar a marcacdo imuno-histoquimica, um
observador pode classificad-la de forma qualitativa
(presente ou ausente) ou quantitativa (fraca,
moderada, intensa). Porém, devido a
heterogeneidade do tecido, com &reas onde a
reacdo é intensa e outras com expressao fraca ou
moderada do antigeno, a avaliacdo se torna
subjetiva e deste modo, muitas vezes mais de um
observador € necessério para a analise quantitativa
confiavel do material.

Conforme descreve NUNES et al (2007), o
emprego da escala do ASCO/CAP (bem como do
Herceptest, ndo considerada no estudo presente)
possui variacbes de interpretacdo que dependem
da qualidade técnica da reacdo, do tipo de
anticorpo empregado e da experiéncia do
examinador. Mesmo para um patologista treinado, a
distincdo nitida entre categorias nominais é dificil e
geralmente arbitraria, e tem sido demonstrada falta
de reprodutibiidade na determinacdo da
superexpressdo do HER2, principalmente das
categorias intermediérias (1+ e 2+). A expressao
diminuida ou ausente de ambas as proteinas estao



relacionadas as lesdes ndo-neoplasicas e glandulas
mamarias caninas sem lesao.
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INTRODUCAO:

As superficies de equipamentos,
utensilios e instalacbes de manipulacdo de
alimentos podem servir como fonte de
contaminagdo tanto por  microrganismos
potencialmente patogénicos para 0s seres
humanos, quanto por deteriorantes que alterem
as caracteristicas sensoriais e nutricionais das
matrizes alimenticias. Entre os procedimentos
adotados na prevencdo dessa contaminacdo é
preconizada a correta higienizacdo das
superficies. Por higienizacdo compreende-se a
operacdo que se divide em duas etapas:
limpeza, para a remocdo de residuos de
alimentos, e desinfeccdo das superficies com o
uso de agentes bactericidas ou bacteriostaticos
para reducdo de microrganismos no nivel que
ndo comprometa a seguranca do alimento
(ANVISA,2003). Sendo assim, objetiva-se com a
higienizacdo, a preservacdo da qualidade
microbiolégica do alimento, por meio de controle
e prevencdo da formac@o de biofiimes, de
maneira a se obter um produto que além das
propriedades nutricionais e sensoriais, possua
boa condigéo higiénico-sanitéria, nao
oferecendo risco para a qualidade e seguranca
alimentar (ANDRADE,2008).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Na area de pré-preparo de carnes pbde-
se observar alta contagem dos microrganismos
nos dois horarios de coleta, enquanto na area
de cocc¢édo a caixa plastica, no final do processo
produtivo  posteriormente a  higienizacado
apresentou grande ndmero de microrganismos
fora do padrdo. Para Staphylococcus coagulase
positiva foram observadas 50% das amostras
acima dos padrdes recomendados de no
maximo 100 UFC/cm? ,com énfase para a area

de pré-preparo de carnes, que obteve todos os
resultados com contagens acima dos padrdes,
com média de 7,01 x 10* UFC/cm? sendo todos
positivos para produgcdo de coagulase
(DOWNES e 1T0,2015). A presenca de
Salmonella spp. foi confirmada em todas as
amostras da area de pré-preparo de carnes,
ap6és a Ultima higienizacdo do dia.

Percebeu-se uma contagem excessiva
de coliformes totais nas amostras. Dentre
essas, obtiveram contagens acima do padréo
para coliformes a 45° e amostras positivas para
a pesquisa de Escherichia coli. A pesquisa de
Enterococcus obteve total conformidade com o
padrdo estabelecido. As maiores taxas de
inconformidades  foram  encontradas nas
analises de fungos e Contagem de Bactérias
Heterotréficas Aerdbias Meséfilas (CBHAM). A
area com maior contagem de fungos foi a de
pré-preparo de carnes, seguida da area de
coccdo. Enquanto a CBHAM foi maior na &rea
de coccdo. Simultaneamente as anélises, foram
coletadas amostras da agua utlizada na
unidade de producéo de refeicdes analisando-as
para enumeracéo de coliformes a 35°C e a 45°C
e todos os resultados negativos. Acontecimento
que comprova que a agua fornecida pela central
de abastecimento é potavel, ou seja, estdo em
condi¢bes higiénico-sanitarias apropriadas para
utilizacdo no processamento de alimentos.

Diante desses resultados verificar-se
gue os equipamentos e utensilios analisados
podem ser armazenados inadequadamente,
com énfase nos equipamentos de moer carne,
bancadas e ambiente devido a falta de
exposicdo de procedimentos operacionais
padronizados e auséncia de cronogramas,
registros e treinamentos para higienizacao
adequada. Existe ~uma propensdao a



contaminagdo cruzada por causa da auséncia
de padronizagdo da higienizagcdo entre o pré-
preparo de diferentes produtos carneos e néo-
controle do bindmio tempo x temperatura
durante manipulacdo sendo diretamente ligado
a condicdo microbiolégica das superficies da
area, principalmente bancadas, facas e tabua.
Nos utensilios, foram identificados pontos
criticos de armazenamento inadequado, nimero
insuficiente de caixas e tampos de polietileno
com fissuras, biofiime e desgaste, além de nao
separarem caixas exclusivas para cada area. Na
higienizagdo do ambiente, a frequéncia
inadequada de higienizacdo e auséncia de
capacitacdo, registro e cronograma de
higienizagdo foram pontos criticos de controle.

Os  microrganismos  podem  ser
classificados pelo método de difusdo em pocos
como: sensivel quando o diametro do halo é
maior ou ndo mais do que 3 mm a menos que a
placa controle; moderadamente sensiveis,
guando o halo é maior que 2 mm e menor que
aplaca controle mais de 3 mm; e resistentes
com di@metro de halo igual ou menor que 2 mm
(KARAMAN et al,2003; SPRINGFIELD ET
AL,2003; LIMA et al,2008). Como controle,
utilizou-se uma placa sem indculo e com as
amostras das solu¢des nos pocos.

As cepas analisadas mostraram-se
todas resistentes a solucdo 1 pois, produziu
halos de inibicdo com didmetros abaixo do
padrdo para classificacdo de sensibilidade.
Enquanto na solucdo 2, o Unico microrganismo
classificado como sensivel foi a Salmonella
spp., uma vez que a solugdo produziu um halo
inibitério  satisfatério. Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foram consideradas
resistentes a solucdo 2. O hipoclorito comercial
utilizado ainda é mais eficaz no processo de
inibicdo de Salmonella spp. do que a solugéo 1,
entretanto é pouco utilizado, sendo o sanitizante
mais utilizado nos utensilios e equipamentos o
preparado pelos funcionarios que consiste em
misturar detergente, agua e um pouco do
hipoclorito (solugdo 1). Ele possui diluicdo
extremamente alta, fazendo com que o
hipoclorito (que ja possui pouca eficacia) perca
sua acgdo inibitéria favorecendo o crescimento
de microrganismos como Salmonella spp.

CONCLUSOES:

Portanto, as condi¢cbes higiénicas
associadas a qualidade fisico-funcional do
restaurante  universitario da UFF  séo
insatisfatorias e precisam ser melhoradas por

meio de treinamentos para os manipuladores,

um maior controle no processo produtivo das
refeicbes afim de assegurar a qualidade
microbioldgica dos alimentos servidos para os
consumidores, diminuindo a veiculagdo de
agentes etiolégicos de doencas alimentares.O
ideal é que o sanitizante comercial utilizado no
Restaurante Universitario da UFF seja trocado
por um mais adequado, e a solugcéo preparada
com o mesmo seja padronizada afim de garantir
maior eficacia na agéo antimicrobiana.
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INTRODUCAO:

Bartonella spp. € uma bactéria patogénica
oportunista Gram negativa,. encontrada em
diversos mamiferos silvestres e domésticos.
Gatos sdo considerados 0s  principais
reservatérios desta bactéria. Além disso, pode
ser transmitida aos humanos, acarretando
doengca grave e morte, principalmente em
imunocomprometidos.

Gambas sédo marsupiais da ordem
Didelphimorphida, familia Didelphidae, género
Didelphis Linnaeus, 1758. A fragmentacdo de
areas de Mata, aliado a reducédo dos predadores
naturais dos gambéas e a grande adaptacdo ao
ambiente urbano geraram o aumento crescente
da populacdo desses animais nas cidades e
arredores. Os gambéas sdo considerados uma
das espécies de mamiferos silvestres com maior
contato com humanos. Somado a isso, a
presenca de Ctenocephalides felis, principal
ectoparasita envolvido na transmissdo de
Bartonella spp. entre gatos, foi observada em
gambas no Rio de Janeiro.

O objetivo geral deste estudo foi a identificacao
molecular de Bartonella spp. em gambas
(Didelphis aurita e D. albiventris) que habitam no
Rio de Janeiro, bem como a avaliagdo
hematoldgica dos animais, contribuindo para a
vigilancia dessa zoonose subestimada no Brasil
e no mundo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram incluidos no estudo gambés de vida livre
das espécies D. aurita e D. albiventris,
independente de sexo, idade e estado clinico,
recebidos no Centro de Resgate de Animais
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria

da Universidade Estacio de S& (CRAS -
UNESA) e na Clinica Doutor Silvestres. Os
animais habitavam é&reas do estado do Rio de
Janeiro eram oriundos de apreensdes e
resgates realizados pelas autoridades
ambientais. Foi estabelecido também uma
colaboragdo com a Universidade de Vassouras,
tendo sido doadas amostras de sangue total de
animais provenientes da Mata Atlantica.

Foram coletadas amostras de sangue de 18 D.
aurita, quatro adultos e 14 filhotes. Foram
doadas 9 amostras de sangue de D. albiventris.
Os animais ndo apresentavam sinais clinicos de
doenca ou ectoparasitas no momento da coleta.
A venopuncdo foi realizada na veia caudal
ventral em um Unico momento.
Aproximadamente 0,25 a 1,0 mL de sangue
foram coletados de cada animal, respeitando-se
a propor¢cdo de até 10% do volume total de
sangue, apés contencdo mecanica.

O hemograma foi realizado em 16 animais (D.
aurita)  utilizando-se técnicas manuais com
microhematdcrito, diluicio e contagem celular
em cémara de Neubauer e avaliacdo do
esfregaco sanguineo apos coloracao
instantdnea segundo Shalm et al (2000). A
deteccdo molecular de Bartonella spp. foi
realizada por meio de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional. Para a
extracdo do DNA das amostras de sangue total
em EDTA foi utilizado kit comercial (ilustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare Life
Sciences®) segundo as recomendacgfes do
fabricante. Para avaliar a eficacia da extragéo,
foi feito a PCR para GAPDH, utilizando os
iniciadores GAPDH-F e GAPDH-R. A presenca
do DNA bacteriano foi avaliada utilizando os
iniciadores BhCS781p e BhCS1137n, cujo alvo
€ a enzima citrato sintase (gltA) para Bartonella

Spp.



Os resultados dos parametros hematolégicos
obtidos foram: hematdcrito 35,6 (+5,0) %,
hemoglobinometria 8,5 (x2,1) g/dL, hematimetria
4,2 x 106 (+0,71) /uL, leucometria global 9040,6
(£6269,1) /uL, basofilo 1,5 (x1,5) %, eosindfilo
16,3 (x7,6) %, neutrdfilos totais 46,6 (+18,5) %,
linfocitos 3,0 (£2,0) %, plaguetometria 321.625
(£171.465) e proteinas plasmaticas totais (PPT)
6,0 (£1,2) g/d. Nao foram encontrados
Bartonella spp. ou hemoparasitos no esfregaco
sanguineo.

Os resultados foram similares aos de Moreira et
al (2013) para todos os parémetros (exceto
plaguetas) e aos de Casagrande, et al. (2009),
para leucécitos, linfécitos, mondcitos e
eosindfilos. Hematdcrito, eritrdcitos, basofilos e
neutréfilos, foram  superiores aos de
Casagrande et al (2009). Ja para PPT, a média
encontrada foi inferior quando comparada aos
demais autores.

Foi realizada a extragcdo do DNA de 17 amostras
sanguineas (8 D. aurita e 9 D. albiventris). Uma
amostra volume pequeno, sendo possivel
somente a realizacdo do hemograma. Ao
realizar a PCR para GAPDH verificou-se que 15
amostras foram positivas. As 15 amostras
positivas para GAPDH foram submetidas a PCR
para deteccdo de Bartonella spp convencional.
Seis amostras de D. aurita foram positivas para
Bartonella spp.

Embora tenha sido detectado a presenca de
Bartonella spp em outras espécies de
mamiferos silvestres e ectoparasitas que
parasitam esses hospedeiros silvestres, ndo foi
descrito anteriormente a presenca de Bartonella
spp em Didelphis spp.

CONCLUSOES:

Neste projeto, foi possivel a obtencdo dos
parametros hematoldgicos de gambas do Rio de
Janeiro, que fornecem informacdes primordiais
sobre a salde desses animais, o que é de
eximia importancia, uma vez que essa espécie é
frequente na clinica e reabilitagdo de animais
silvestres. Contudo, € necessario a continuacao
do estudo, para atingirmos um nimero maior de
amostras, para obtencdo de pardmetros
hematoldgicos representativos da populacdo de
Didelphis spp.

Esse é o primeiro relato da deteccdo de
Bartonella spp. em gambés (Didelphis aurita e
Didelphis albiventris) que habitam a Mata
Atlantica do Rio de Janeiro. Isso ressalta a
importancia de estudos epidemiolégicos para
identificar a participacdo desta espécie animal

no ciclo silvestre/doméstico de Bartonelose.
Esses  marsupiais sdo  frequentemente
encontrados em ambientes peridomiciliares,
sendo importante 0 monitoramento e
investigagdo da Bartonelose e o papel dos
gambas como reservatérios desta zoonose.
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INTRODUCAO:  Alimentos  minimamente
processados estdo entre uma das principais
tendéncias de consumo nos dias atuais,onde
atende um mercado que demanda alta
conveniéncia e se encontra normalmente
concentrado em grandes centros urbanos.

Os vegetais minimamente processados sofrem
alteracbes fisicas como corte, descasque e
fatiamento visando oferecer praticidade aos
consumidores. No entanto, o processamento
gera mudancas fisiolégicas nos alimentos
podendo acelerar o processo de deteriorizacédo
dos mesmos (Klugeet al.,2016).

Visando diminuir as perdas que ocorrem apés o
processamento e durante 0 armazenamento
pesquisas sdo realizadas associando
tecnologias para a manutencdo da qualidade
destes produtos.

Portanto este estudo busca verificar a
conservacdo de bananas pratas minimamente
processadas embaladas sob  atmosfera
modificada ou ndo, com o uso de tratamentos
com revestimento a base da proteina do soro de
leite e solucdo aquosa, ambas com
antioxidantes.

As bananas foram adquiridas no mercado local
da cidade de Volta Redonda—RJ padronizadas
guanto a cor amarela, e auséncia de danos
mecéanicos. Os frutos foram higienizados,
descascados e cortados transversalmente, com
auxilio de faca inoxidavel, formando rodelas com
lcm de espessura. Os tratamentosrealizados
constituem uma solugdo aquosa e 0 preparo
dorevestimento ativo a base de proteina de soro
de leite (WPC) (6,0%0m/m) e glicerol (2% m/m)
segundo Amaral (2014), tendo ambos
tratamentos a adi¢do de 3,0%écido citrico (AC)

e 2,0% acido ascorbico (AA). Apés a imersao
dos frutos na solucéo filmogénica, remocédo do
excesso e secagem em circulacdo de ar por 10
minutos, as bananas foram acondicionadas em
embalagens de polietileno de baixa densidade
(PEBD), com e sem atmosfera modificada
(ATM) (vacuo) sob temperatura de 10+2°C
durante 10 dias.

As analises realizadas compreenderam
avaliacbes de coloracao, solidos soltveis (°Brix),
pH, acidez titulavel, firmeza,perda de massa,
teor de umidade e taxa de permeabilidade ao
vapor de agua.Aplicou-se regresséo linear e o
teste Scott-Knott a 5% de significancia por meio
do programa estatistico SISVAR®.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Os
resultados para a avaliacdo da cor indicaram
gue houve diferenca significativa em relagéo aos
tratamentos ao longo do periodo de
armazenamento, onde os parametros "a*" ((-)
vermelho — (+) verde), “b* ((-) azul — (+)
amarelo) e "L"(luminosidade), apresentaram o0s
coeficientes de variacdo de 2,94%; 9,93%;
3,92%, respectivamente(p<0,05).

Foi observado que o tratamento com solucéo
aguosa sem ATM obteve maior efetividade para
manutencdo da cor desejavel da fruta.A
luminosidade,que indica quéo claro ou escuro
estd o produto, ndo apresentou diferenca
estatistica no periodo de 10 dias de
armazenamento, variando entre o0s valores
77,17 e 73,67. Da mesma forma o chroma a*
ndo diferenciou apresentando valores na faixa
de 2,49 a 3,42.0 parametro b* também
apresentou resultado satisfatorio, pois nao
houve diferenca significativa, e, portanto, a



coloracdo amarela caracteristica da banana,
manteve-se constante para este tratamento.

Os demais tratamentos tenderam a diminui¢éo
das coordenadas L*, a* e b* apontando para o
escurecimento dos frutos.Em concordancia com
este estudo, Pineli et al. (2005) verificaram que
associagdo de tecnologias para armazenamento
de vegetais pode ser uma alternativa viavel e
estavel para manutencdo das caracteristicas
sensoriais. Com a utilizagdo da embalagem com
ATM, batatas 'Agata’ fatiadas tratadas com
acido citrico a 2% combinado com Aacido
eritrorbico a 3% apresentaram melhor eficiéncia
contra o escurecimento do vegetal em 3 dias de
armazenamento.

Em relacdo ao teor de sOlidos sollveis
naohouvediferenca significativa (p>0,05),
indicando assim um resultado favoravel, pois o
brix® manteve-se constante comparado ao
tempo inicial da amostra. Ovalor médio
encontrado foi de 24,24°Brix.

Observou-se que a aplicacdo do revestimento
ativo com ou sem ATM n&o influenciou os
valores de firmeza, e ainda que, os tratamentos
com solucdo aquosa sem ATM(y = -0,066x +
1,29; R?= 0,67) e com ATM (y = -0,076x + 1,29;
R?=0,75)  foram 0s tratamentos  que
apresentaram, em maodulo, maior velocidade na
perda de firmeza ao longo do tempo,
correspondendo ao avan¢co do amadurecimento
da fruta, que causa amaciamento a polpa.

Para o parametro pH, observou-se que houve
diferenca  significativa em relacdo aos
tratamentos com antioxidantes, que mantiveram-
se iguais estatisticamente e apresentaram
valores menores, variando de 4,99 a 5,02, se
diferenciando quando comparado aos
tratamentos(controle) que apresentaram valores
mais altos na faixa de 5,16 e 5,2.Com este
resultado, € possivel observar que a adi¢do dos
acidos aos tratamentos influenciou nos valores
obtidos para o pH e que a utilizacdo da
atmosfera modificada para esta analise né&o
interferiu nos resultados encontrados. Segundo
Braverman (1967)0 pH influencia o
escurecimento oxidativo dos tecidos vegetais. A
diminuicdo do seu valor acarreta reducdo da
velocidade de escurecimento do fruto. Este
comportamento pode ser correlacionado aos
resultados obtidos neste trabalho, onde os
tratamentos com 0 uso de revestimento e
solugéo aquosa apresentaram maior
estabilidade na cor dos frutos e menores valores
para o pH, demonstrando que aplicacdo dos
antioxidantes tiveram efeito significativo para
manutencao da cor das bananas. A acidez total

titulavel (ATT) foi influenciada pelos fatores de
tratamento e tempo de armazenamento onde o
tratamento com solugcdo aquosa sem ATM néo
apresentou diferenciacdo e o comportamento
observado paraos demais tratamentosfoi
inversamente proporcional ao do pH, ou seja
diminuiram gradativamente.Em relacdo a perda
de massa, observou-se a influencia da aplicacdo
da ATMque manteve os valores médios deste
pardmetro menores quando comparados aos
tratamentos realizados sem o uso do vacuo na
embalagem, sendo respectivamente de 0,34% e
0,39%. Reis (2004) também observaram perda
de massa minima em bananas prata
minimamente processadas que atingiu valor
maximo de 0,13% em 4 dias de armazenamento
ab5°C.

Assim como para a perda de massa, foi
observado que a utilizacdo da atmosfera
modificada pode ter colaborado para a
manutencdo da umidade, ja que nao
apresentaram diferenciagdo durante todo o
periodo avaliado, com excegdo ao tratamento
com solugdo aquosa que obteve maiores
valorespara o coeficiente angular da reta, em
maodulo, indicando que houve para estes casos
maior velocidade na perda de umidade.

A taxa de permeabilidade ao vapor de &agua
encontrada para a embalagem utilizada foi de
9,79 x10 *“ g/dia.cm?, indicando que o material
plastico utilizado para o acondicionamento das
bananas minimamente processadas apresenta
alta barreira a umidade, dificultando trocas
gasosas de vapor de agua com o ambiente.

CONCLUSAO: O tratamento com solugdo
aquosa sem ATM demonstrou ser uma opgao
viavel para manutencdo das caracteristicas
fisico-quimicas de banana prata minimamente
processada armazenadas a 10+2°Cpor 10 dias.
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INTRODUCAO:

A Classe Mollicutes €é composta por
microrganismos que se destacam pela auséncia
de parede celular, sendo altamente
dependentes de seu hospedeiro pra sobreviver
(THACHTENBERG, 2005). Além disso, essas
bactérias possuem como caracteristica um
tamanho gendmico reduzido de cerca de 200-
350 nm, semelhante ao de grandes
virus.(RAZIN; TULY, 1996).

Os ectoparasitas possuem uma importancia na
medicina veterindria pois devido ao habito de
hematofagia e por passarem grande parte do
ciclo de vida no hospedeiro s&o considerados
importante vetores de doencas.(OLIVEIRA,
2004; JONGEJAN e JONGEJAN e
UILENBERG,2004 ).

A associacdo entre microrganismos da Classe
Mollicutes e ectoparasitas foram descritas desde
0 século XIX por Nocard & Roux (1898), sendo
a associacdo do género Mycoplasma e o0s

acaros Psoroptidae e Raillietidae
frequentemente relatada no conduto auditivo de
rebanhos caprinos (COTTEW;

YEATS,1981,1982). Apesar disso, pouco se
sabe sobre essa relacao desses
microrganismos com &caros encontrados em
conduto auditivo e seu modo de transmissao
(SANTOS, 2009).

Este projeto teve como objetivo geral detectar a
presenca de microrganismos da Classe
Mollicutes em ectoparasitas de importancia
médico veterinaria. Os objetivos especificos
foram realizar a identificacdo taxondmica dos
carrapatos, pulgas e acaros coletados de
caninos, felinos, equinos, ruminantes;
Padronizacdo de Reacdo da PCR para agentes
da Classe Mollicutes; Detectar a presenca de
microrganismos da Classe Mollicutes nos
ectoparasitas mencionados por meio da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR);
Realizacdo de PCR  especifica para
determinacdo das espécies de Mollicutes
presentes dos ectoparasitas e analisar do
sequéncias de nucleotideos de amostras
positivas na PCR.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Durante o desenvolvimento do projeto, 1038
ectoparasitas de oriundas dos projetos
anteriores e coletados durante 0
desenvolvimento do estudo, foram identificadas,
dentre as espécies Rhipicephalus sanguineus
(n=488), R. microplus (n=116), Amblyomma
sculptum (n=77), A. ovale (n=5), A. glayi (n= 6),
Dermacentor nitens (n=64), Ctenocephalides
felis (n=207) e Ctenocephalides canis (n= 75)

Além  disso, amostras positivas foram
processadas pela técnica de clonagem
molecular sendo posteriormente analisado pela



técnica de sequenciamento molecular para a
confirmagéo e serdo usadas com a
continuacdo do projeto para analises
moleculares de hemoparasitas de importancia
Médica -Veterinaria.

Durante a realizacdo do projeto, um novo
protocolo foi padronizado com testes utilizando
diferentes concentracdes de Mg2CL2, importante
cofactor para o funcionamente da enzima Taq
Polimerase. Essas reacfes foram testado em
controles positivos precedentes da reacdo de
clonagem molecular, além das amostras
coletadas a campo.

Para o diagnostico molecular desses
microrganismos, o  protocolo  padronizado
possui a seguinte seguinte reacdo 15,2 uL de
agua ultrapura (Milli-Q), 2,5 pL de Tampéao PCR
10X, 1,0 pL MgCl2 (2 mM), 0,5 puL dNTP 0,2
mM, 0,2 uL de cada “primer” (Quadro 2) , em
tampdo TE, 0,3 pL de Tag DNA Polimerase
(5U/uL) e 5uL do DNA extraido, obtendo-se ao
final um volume de 25 uL. A PCR patronizada
possui as seguintes condi¢des: 95°C por 5
minutos, seguido de 55 ciclos de desnaturacao
a 94°C por 15 segundos, anelamento a 68 °C
por 10 segundos e extensdo a 72°C por 15
segundos, por fim um ciclo de 72°C por 30
segundos terminando assim a reacao.

CONCLUSOES:

Como a relacdo entre ectoparasitas e a
transmissibilidade de microrganismos da Classe
Mollicutes e hemoparasitas, ainda ndo esta
bem estabelecida, torna-se necessario estudos
através do diagnéstico molecular com diferentes
metodologias para obtencdo de mais
informacdes sobre essa associacao, além disso,
€ de extrema importancia a padronizacdo de
diferentes protocolos para auxiliar o diagnéstico
molecular das patologias associadas a esses
microrganismos e aos futuros projetos de
pesquisa, visto que a Classe Mollicutes
possui importancia Médico- Veterinaria.

A intencdo ao desenvolver o projeto foi o
aperfeicoamento do diagnostico molecular de
Mycoplasma spp. utilizando amostras de
ectoparasitas e controles positivos coletados em
campo. Em anos anteriores conseguimos
demonstrar através da utilizagdo de técnica de
PCR a presen¢ca microrganismos da Classe
Mollicutes nas amostras coletadas. Nesse

projeto utilizamos a técnica de clonagem
molecular para realizagdo de isolamento de
fragmento de DNA das amostras processadas,
obtencéo de amostras de DNA especificos para
sequenciamento e posterior cria¢do de banco de
DNA de amostras positivas. Além

disso, padronizamos um protocolo para ser
utilizado posteriormente com suporte no
laboratorio de Epidemiologia Molecular para o
diagnostico externo e a realizacdo de projetos
de pesquisa. Desta maneira, continuaremos
nas avaliagcbes com 0s grupos de ectoparasitas
coletados, a fim de obter resultados mais
precisos.

AGRADECIMENTOS:

Agradeco a minha orientadora por toda o
apredizado e pela oportunidade. Ao
departamento de Salde Coletiva e Saude
Plblica Veterinaria e a todos da equipe de
alunos e professors pelo covivio diario.
Agradeco a PROPPI pelo auxilio financeiro.



'\\
[,
\ : humana

/ Ciéncias Agrarias

. Mercurio total em peixes e cabelo de populacdo de uma &rea de
O conservacdo em Balbina — AM e avaliagcdo de risco a saude

Isabelle Soares Souza de Assis, Micheli da Silva Ferreira

Departamento de Tecnologia de Alimentos/ Faculdade de
Medicina Veterinaria/Laboratério de Tecnologia e Inspecédo de Pescado

INTRODUCAO:

O mercdrio,entre 0s metais pesados
langados no meio ambiente, é considerado o de
maior potencial toxico e o Unico que,
comprovadamente, sofre biomagnificacdo ao
longo da cadeia tréfica, além de sofrer
organificagdo e atingir sua forma mais toxica
(metilmercdrio) no sistema aquatico (SIQUEIRA
et al., 2005). O consumo de peixe contaminado
€ a principal via de exposicdo humana ao
metilmercurio (TRASANDE et al., 2010).

A mineracdo em pequena escala ou
artesanal, que utiliza a amalgama ouro-mercurio
para extrair ouro do minério, € uma fonte
significativa de exposi¢édo para os trabalhadores
e as populacdes vizinhas. Os mineiros e as
populacdes locais podem ter alta exposicdo aos
vapores de mercurio. O consumo desses peixes
contaminados por moradores da comunidade
pode resultar em ingestédo de niveis elevados de
metilmercurio (WHO, 2008).

A populacdo da Amazdnia, notadamente
os ribeirinhos, possui um padréo de alimentacao
gue em muito difere das populacdes a que os
limites de mercurio da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) se referem, além de outras
caracteristicas como peso, altura etc., que séo
de elevada importancia para a definicdo de
valores de referéncia (SANTOS et al., 2003).

No Brasil, existem grandes reservatérios
de hidrelétricas na Amazénia, que constituem
grandes centros produtores de pescado, em
escala comercial. Na regido de Balbina (1°54'
56.7" S, 59° 28' 25" W), local do presente
estudo, vem sendo realizada uma intensa
atividade pesqueira, centrada sobre os estoques
de tucunarés (Cichla ocellaris) e outras

espécies, na regido de Balbina, em lagos e rios
de aguas mais claras dos rios das bacias do
Amazonas. Além desses peixes serem
consumidos pela populagéo local, sdo utilizados
como hioindicador ambiental em areas de
varzea da bacia amazénica (FREITAS; SOUZA,
2009).

A relacdo entre a intensidade da
poluicdo ambiental observada pela
contaminacdo dos peixes e 0s riscos causados
pode ser avaliada pela metodologia de
avaliacdo de risco a salde humana preconizada
pela por agéncias internacionais de saude,
como a United States Environmental Protection
Agency (US EPA). Nao s isso, 0 presente
estudo visa auxiliar a populacdo em geral a
entender o0s resultados, que sdo sujeitos a
avaliacdes sisteméticas em consultas publicas e
podem ser discutidos a fundo pela populacéo
envolvida.

Diversas organizacdes internacionais de
salide fazem referéncia a valores limite para a
ingestdo diaria de Hg, uma vez que a
acumulacdo deste metal no organismo humano
varia com diversos fatores, como a frequéncia
de consumo de peixe e as concentragbes Hg
em peixes, com metodologias aplicaveis a
diversos cenarios. Sendo assim, o estudo visa
estimar a contaminacdo de mercurio (Hg) em
peixes de duas areas da Vila de Balbina,
localizada no municipio Presidente Figueiredo,
no estado do Amazonas. Uma dessas &reas é
denominada Pitinga e fica proximo de uma
mineradora, a outra, distante da mineradora, foi
denominada como o Reservatério de Balbina.
As areas estudadas séo banhadas pela bacia do
Rio Uatuma, localizada na bacia hidrogréfica da
Amazbnia. O estudo também visa analisar a
concentracdo de mercurio (Hg) presente no



cabelo da populacao local para avaliar o risco a
saude humana pelo consumo desses peixes.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

As médias das concentracbes de
mercurio total (mg.kg) dos peixes de Pitinga
e Reservatorio foram, respectivamente, as
seguintes: pescada 3,44 e 1,91; piranha
1,29 e 1,22 e pescada 0,89 e 2,8. Notou-s
médias maiores na regido de Pitinga,
exceto pelo peixe pescada, podendo sugerir
relacdo com a proximidade da mineradora.
Embora as médias do peixe pescada
tenham sido o inverso, assim como o total
da concentracdo da regido do Reservatorio
ter sido maior, pode-se explicar pelo fato
das regides desaguarem no mesmo rio, o
Uatuma. Além disso, a oferta alimentar na
regido represada, o Reservatorio, pode ser
maior para a espécie de peixe pescada, o
gue explicaria sua média ter sido maior
nesse local.

Um total de 25,6% da populacao era
do género feminino, e 83% das mulheres
amamentou ou estavam amamentando. A
exposicao crbnica aos compostos organicos
do mercurio acarreta grave
comprometimento do sistema nervoso, com
efeitos diversos em adultos e criancas que
foram expostas nas fases precoces do
desenvolvimento do sistema nervoso, tanto
pré como p6s-natal (WHO, 1990). Por conta
disso, é importante saber se ha exposicdo
pré-natal ao mercurio.

No caso dos pescadores, 57,1%
relatou sobreviver da comercializacdo da
pesca e 10,8% dos entrevistados estiveram
ou estavam envolvidos em atividades de
garimpo, cujo principal minério era o ouro
(57,1%). Um total de 98,7% da populacdo
local relatou consumir peixes, sendo o
tucunaré a espécie mais consumida. A
grande maioria  (92,1%) dos peixe
consumidos eram advindos de Balbina.

Em relacéo ao habito de fumar, 25%
era ex-fumante e 22% possui o habito de
fumar. Segundo SILVA et al. (2013), outro

fator que pode levar ao aumento da
concentracdo de metais toxicos no
organismo é o habito de fumar.

Como término do questionario,
48,1% possui amalgama dentario. As
restauracbes de amalgama dentéario
também sdo fontes potenciais de
contaminacdo pelo mercario, que pode
ocorrer através dos vapores do metal
liberados por elas, ou por meio da absorgéo
pela mucosa bucal (STOCK, 1935; VIMY;
LORSCHEIDER, 1985; VYMY; TAKAHASH;
LORSCHEIDER, 1990).

Referente a analise de risco, cujos
valores de quoficiente de perigo (HQ)
maiores que umexpressam risco a saude,
notou-se que todos 0s peixes citados
expressaram um risco quando consumidos
a partir de duas refeicbes semanais,
variando um HQ de 1,5729 a 9,5277.

Em relacdo a andalise de mercurio
total nos cabelos dos entrevistados, a
média obtida foi de 15.6806 mg.kg?, pelo
menos 15 vezes acima do esperado, cujo
valores de referéncia a pessoas nao
expostas ao mercurio € de 1 a 2 pug.g* de
cabelo (CAMPOS & PIVETTA, 1993).

CONCLUSOES:

AOMS afirma que os limites maximos de
mercurio sdo 0,5 mg kg?! e 1,0 mg kg* para
peixes ndo carnivoros e peixes predadores,
respectivamente (OMS, 1996) e a
regulamentacdo do Brasil segue tais
recomendagbes  (ANVISA, 1998, 2013).
Baseado nesses limites, os resultados obtidos
dos peixes analisados nas regides estudadas do
Amazonas indicam uma alta concentracdo de
mercurio em sua maioria. Todas as espécies de
peixes analisadas neste estudo eram piscivoras
(tucunaré, piranha e pescada) e apresentaram

alto teor de mercurio, até quase 4x maior do



permitido. Corroborando com o0s achados,
através das analises de risco foi comprovado o
elevado risco dos consumos das trés espécies
pesquisadas (tucunaré, piranha e pescada)
guando seu consumo semanal for de pelo

menos duas refeicdes.

Correlacionando dados do questionario
e da concentracdo mercurial dos peixes,
mostrou-se que O peixe mais consumido na
regido é o tucunaré, sendo esse o que mais
apresentou limites de mercurio acima dos limites
preconizados pela legislagdo (BRASIL, 2017).
Além disso, a partir da andlise de cabelo da
populacdo entrevistada, verificou-se um valor de
15x maior do esperado pela OMS,cujo teor de
mercurio total considerado como normal em
pessoas ndo expostas € de 1 a 2 ug.g?t de
cabelo (CAMPOS & PIVETTA, 1993).

Uma vez que peixes sédo
bioacumuladores de elementos-tragcos, e,
portanto, podem ser utilizados como
biomarcadores para estudos de contaminacéo,
evidencia-se que o0s ambientes aquaticos
estudados de Balbina — AM estdo contaminados
com mercuario, podendo sua origem vir de

atividades de mineragao e intempéries.

Os dados encontrados sdo alarmantes,
uma vez que grande parte da populacdo das
mulheres amamenta ou amamentou e que a
maioria consome um dos peixes com maior teor
de mercurio (tucunaré). O metilmercurio, que
corresponde até 90% do mercurio total dos
alimentos, ocasiona um quadro muito mais
grave em criangas do que em adultos, sendo as
lesdes do sistema nervoso central

generalizadas, em contraste com o0 aspecto

mais focalizado observado na intoxicacdo do
adulto (WHO, 1990).

Sugere-se um alerta a saude publica e
autoridades, com apoio a realizacdo de
atividades educacionais a populacéo ribeirinha,
ainda mais que em sua maioria sdo pessoas de
baixa-renda e de baixo nivel escolar, onde o
pescado € uma das fontes de renda e consumo

local.
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INTRODUCAOQO: As hérnias incisionais s&o
afeccdes de dificil tratamento que acometem
pequenos e grandes animais e podem ser
cercadas de complicacbes. As hérnias
incisionais foram constatadas com um indice de
16% em laparotomias medianas em humanos e
de 18% em animais de grande porte. Devido a
esses recorrentes casos na rotina da clinica
cirdrgica, diversos biomateriais de diferentes
origens vém sendo produzidos e empregados
para reparar e reforcar tecidos traumatizados.
Um dos materiais sintéticos utilizados é a tela de
polipropileno, porém, apresenta algumas
desvantagens, como pouca elasticidade
(caracteristica que o faz desacompanhar o
crescimento natural do organismo), pode causar
uma reacdo inflamatéria se utilizada em tecidos
contaminados, além de haver necessidade de
ser retirado quando o tecido estiver cicatrizado.
A partir da realizagdo de alguns estudos, tém-se
visto a possibilidade de uso da tunica albuginea
como biomaterial de enxerto a fim de adquirir
reforco, com resultados favoraveis. O objetivo
do presente estudo visa a avaliacdo da
biocompatibilidade da tdnica albuginea de
ovinos como material de enxertia na reparacao
cirirgica da parede abdominal de ratos, sendo
avaliados pardmetros como processo cicatricial,
aspectos histopatolégicos e quantificacdo dos
vasos sanguineos, buscando reforcar a teoria
de aplicabilidade do biomaterial e propor a
utilizacdo da tdnica albuginea como método
alternativo de enxertia para refor¢co da parede
abdominal. O projeto em questéo foi realizado

na Universidade Federal Fluminense,
Departamento de Morfologia, apds aprovacao
do CEUA sob protocolo 532. A tunica albuginea
foi dos ovinos da Fazenda Escola da
Universidade Federal Fluminense. Os ratos em
questao foram divididos em 2 grupos com 15
animais cada, sendo um grupo simulacéo (S) e
outro o grupo teste em si (T). ApGs isso, 0s
animais foram anestesiados com cetamina e
midazolan e realizado o procedimento cirurgico,
onde o grupo T foi submetido ao reforco com
tdnica albuginea e os animais do grupo S nao
receberam o reforco apos abertura da cavidade
abdominal. Em seguida, os animais ficaram em
caixas isoladas e foi realizada a necropsia em
grupos de animais divididos por tempo de
cicatrizacdo: 7, 15 e 28 dias de pos cirurgico,
em ambos os grupos. As amostras foram
retiradas de uma por¢éo da parede abdominal e
passaram por processamento histologico a fim
de avaliar as reagbes do organismo. As
amostras em questdo serdo encaminhadas para
a andlise morfométrica que sera realizada com
microscopia Optica e posterior captura de
fotografias e quantificacdo dos vasos
sanguineos.

RESULTADOS E DISCUSSOES: O
presente projeto ja apresenta resultados
preliminares, sobre os animais dos grupos
simulacéo (S) e teste (t), ambos aos dias 7, 14 e
28 de poés-operatério. Apos eutandsia e coleta
de material, foi realizado o processamento das
amostras e estas foram coradas por



Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrbmio de
Gomori, e houve avaliagdo histopatoldgica, onde
foi possivel observar diversas alteragbes. Nos
animais do grupo T em 7 dias, havia um intenso
infiltrado  inflamatério  estando  presente
polimorfonucleares, neovascularizagdo inicial e
escassa deposicdo de colageno e fibrose. Os
animais do grupo controle no mesmo periodo,
apresentaram diferencas em relacdo ao menor
foco de polimorfonucleares sem caracterizagédo
de inflamacao aguda. No periodo de 14 dias,
nos animais do grupo T, observou-se infiltrado
inflamatério intenso, com proliferacéo
fibrocelular densa, neovascularizagéo
moderada, deposicdo de colageno e fibrose
moderada. No grupo controle no mesmo
periodo, foi constatada menor infiltrado
inflamatério em comparagcdo ao grupo T e
absorcdo dos fios de sutura, com cicatrizagédo
quase completa. Aos 28 dias de pos-operatorio,
0s animais do grupo T apresentaram
musculatura envolta por tecido conjuntivo denso
reforcando a sutura se comparado ao grupo
simulacdo, ficando presente apenas um
remanescente da tunica albuginea, que serve
como base para a cicatrizacdo. Neste mesmo
grupo, houve constatacéo nitida da absorcao do
enxerto e substituicdo do mesmo por tecido
cicatricial. No grupo S, apés 28 dias de poés-
operatorio, observou-se cicatrizacdo completada
e processo de fibrose.

CONCLUSOES: Conforme resultados parciais
obtidos no experimento apresentado pode-se
concluir que a tanica albuginea é um material
alternativo para técnicas de enxertia devido a
sua facil obtencéo, preservacdo e baixo custo
no reparo de parede abdominal, servindo como
excelente material de reforgo, devido a sua boa
adaptacdo ao organismo do hospedeiro e a
precocidade de cicatrizacao.
Agradecimentos:

Em primeiro lugar, ndo posso deixar de
agradecer a minha orientadora, Professora
Viviane Alexandre Nunes Degani, por toda a
paciéncia e empenho com qual me orientou
neste projeto.

Desejo igualmente agradecer ao Departamento
de Morfologia, que pdde proporcionar toda a
infraestrutura necessaria onde eu pude ter a
oportunidade de participar desse projeto.

Agradeco também a todos os funcionéarios da
Universidade Federal Fluminense, que direta ou

indiretamente foram U(nicos em seu trabalho e
quem sem eles este projeto ndo poderia ter
acontecido.




™

N Y L
) {0

Grande area do conhecimento: Ciéncias Agrarias

Utilizac&o de técnica de Reagdo em cadeia de polimerase para
identificacdo de fraudes por substituicdo de espécies em

'\ embutidos frescais comercializados na cidade de Niter6i—RJ

Stephanie Furtado Ramalho.?, Leandro dos Santos Machado?, Elmiro
Rosendo do Nascimento?, Nathalie Costa da Cunha?. Alfredo Tavares

Fernandez?®

1 Bolsista PIBIC UFF . Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense, Niteréi RJ
2 Laborat6rio de Epidemiologia Molecular, Departamento de Saude Coletiva Veterinaria e Saude Publica

- MSV, Universidade Federal Fluminense, Niter6i-RJ

3 Departamento de Tecnologia de Alimentos - MTA , Universidade Federal Fluminense, Niter6i-RJ

INTRODUCAO

O Brasil encontra-se entre 0s maiores
produtores e exportadores de carne do mundo e
também destaca-se no mercado interno.
Sobressai na producdo de derivados e desses a
linguica frescal € a mais comum e também a
mais apreciada, De acordo com Premanandh
(2013), a rotulagem é o meio de comunicagdo
entre produtores e consumidores e conforme
Sentandreu; Sentandreu (2014), as pessoas
exigem informacfes claras e confidveis nos
rétulos uma vez que a escolha do consumidor €
muito influenciada pela composicdo dos
alimentos detalhada na rotulagem. As fraudes
por substituicdo de espécies fazem parte das
Adulteracbes Economicamente Motivada — AEM
nos alimentos e ocorre intencionalmente
visando vantagem financeira. As AEM
apresentam um desafio particular para a
indUstria e o6rgdos reguladores, porque sao
constituidos de atos deliberados que visam
evitar sua deteccdo (EVERSTINE et al., 2013).
A possibilidade de haver uma composicao
diferente daquela descrita em seu rétulo
constitui ndo somente uma fraude mas também
pode incorrer em riscos a Saude Publica,
guando da presenca de alérgenos e envolve
também questbes culturais, étnicas e religiosas.
No alimento, o DNA é termoestavel e
onipresente sendo um alvo adequado para
identificagcdo da carne e respectiva espécie
animal. Portanto, o0 desenvolvimento de
métodos moleculares para identificacdo de
carnes ganhou atencdo. A maioria destes testes
sdo baseados em Reacdo em Cadeia de
Polimerase - PCR (GIRISH et al.,, 2004). A
técnica de PCR pode ser usada na deteccao de
fraudes por ser uma técnica rapida, econémica

€ de facil execucdo. Os objetivos da pesquisa
foram avaliar a técnica de PCR na deteccao de
fraudes avaliando a ocorréncia na
comercializagao de produtos carneos embutidos
frescais (linguicas) na cidade de Niteréi — RJ. Na
metodologia, foram adquiridos iniciadores
(primers) das espécies envolvidas (bovina,
suina, ovina, frango) e também foram obtidas
amostras de carnes das espécies em questao
em supermercados. Em seguida, foi realizada a
adaptacdo da técnica de extracdo Fenol-
Cloroférmio e a padronizacdo da técnica de
PCR. Em seguida foram adquiridas as amostras
de embutidos frescais (Tabela 1) que foram
submetidas a extracdo de DNA, amplificacdo e a
eletroforese para os primers das amostras de
carnes das espécies usadas.

Tabela 1: Designacdo de venda, regime de
inspecao sanitaria e matéria prima das amostras
de embutidos frescais analisadas.

Amostras Designagdo  Matéria prima Regime de Inspecéo

de venda Sanitaria
A Linguica de Pernil suino Federal
pernil
B Linguica de Carne suina Federal
carne suina
C Linguica de Pernil suino Federal
pernil
D Linguica de Frango Federal
frango
E Linguica de Pernil suino Federal
pernil
F Linguica de Carne suina Ausente

porco

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A técnica de PCR foi considerada
eficiente j& que o DNA foi extraido com sucesso
de todas as amostras de linguica e resultaram



em produtos de PCR e eletroforese com faixas
do tamanho esperado (bovino com 274 pb,
ovino com 340 pb, frango com 227 pb e suino
com 398pb). Da mesma forma, todos os
controles  positivos e negativos também
apresentaram o resultado esperado.

De acordo com a tabela 2, verifica-se
gue todas as amostras de embutidos frescais de
carne suina foram fraudadas com carne de
frango. Apenas a amostra de embutido frescal
que foi elaborada com carne de frango estava
idbnea. A incidéncia dessa fraude nos
embutidos frescais de carne suina se justifica
como AEM como relataram Everstine et al.
(2013); inclusive no aspecto relacionado a
deteccdo da fraude. Nao houve deteccdo das
carnes bovina ou ovina nas analises efetuadas.

Tabela 2: Resultados da técnica de PCR em
amostras de embutidos frescais comercializados
em Niter6i-RJ

DNA
Amostras
Rétulo  Suino  Ovino Frango Bovino
A Suino + - +
B Suino + - +
C Suino + - +
D Frango - - +
E Suino + - +
F Suiné + - +

Os resultados de AEM em alguns
paises parecem variar de acordo como o
desenvolvimento do pais. Em paises europeus
como Turquia, Holanda, Portugal, Alemanha e
Espanha; a ocorréncia de AEM oscila entre 3 e
18% (LOPES; 2013, DEMIRHAN et al.; 2012,
JONKER et al. , 2008, SAKALAR e
ABASIYANIK; 2011, CALVO et al. ;2001,
PASCOAL et al.; 2004). Ja& em paises como
Japdo e Malasia, os resultados de AEM foram
nulos (TANABE et al.; 2007, CHANDRIKA et al.;
2010). Porém na Africa do Sul, Taiwan e Egito;
oscilaram entre 25,6% a 31,8% (HSIEH et al.;
2005, CAWTHORN et al., 2013; EL-NASSER et
al., 2010). Na China, essas AEM alcancaram
81,8% (CHEN et al.,, 2010), valores préximos
aos aqui obtidos. No Brasil, ndo foram
encontradas publicacdes cientificas a respeito
desse tema. O indice elevado de fraudes em

embutidos frescais de carne suina parece se
justificar pelo baixo preco da carne de frango o
que barateia o custo final. Previa-se que por
tratar-se de estabelecimentos sob regime de
Inspecdo Federal, que esse tipo de fraude teria
ocorréncia minima o que nao se efetivou. Ja
produtos elaborados sem regime de inspecdo
teriam maior chance de apresentar esse tipo de
fraude o que se efetivou em uma das amostras.
O Regulamento Técnico especifico vigente é
omisso no que tange a composicdo desses
embutidos (BRASIL, 2000). Porém, de acordo
com o Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA, em seu artigo 442, paragrafo unico:
“As informagdes expressas na rotulagem devem
retratar fidedignamente a verdadeira natureza, a
composigao e as caracteristicas do produto”.

CONCLUSOQES:

A utilizacdo da técnica de PCR se
mostrou eficiente para a deteccdo das fraudes
por substituicdo de espécies. A alta ocorréncia
dessas fraudes, com uso da carne de frango,
denota que as praticas enganosas sdo comuns.
Sugere-se a continuidade da pesquisa para que
se consolide os resultados aqui constatados.
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INTRODUCAO:

A medida que se estreitam os lagos
entre cdes, gatos e seres humanos, e
consequentemente aumentam o0s cuidados
dedicados a eles, observa-se que as espécies
canina e felina estdo apresentando uma maior
expectativa de vida. Concomitantemente,
observa-se que doencas associadas a
longevidade, como o cancer, tem se tornado
cada vez mais frequentes (Ferreira, 2017).
Atualmente, de 20% a 75% dos atendimentos
veterinarios realizados em clinicas e hospitais
estdo relacionados com problemas
dermatolégicos (Scott et al., 2001). O
prognostico correto e consequente sucesso do
tratamento baseiam-se na compreensdo do
comportamento biolégico da neoplasia. O
entendimento dessas alteracdes
morfofuncionais é possivel através da analise
histopatolégica do tumor, associada aos dados
clinicos e ao auxilio de técnicas avancadas de
diagndstico como a imuno-histoquimica. O
objetivo deste estudo foi analisar a relagéo entre
o carater de malignidade de tumores de pele de
cdes e gatos e a resposta ao marcador de
proliferacéo celular (PCNA — Antigeno Nuclear
de Proliferacdo Celular), por meio da imuno-
histoquimica.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram selecionados oito  nodulos
neoplasicos de pele de cdes e gatos do
Laboratorio de Anatomia Patoldgica Veterinéria,
provenientes da rotina do Hospital Universitario
de Medicina Veterinaria Firmino Marsico Filho
(HUVET-UFF), diagnosticados por meio de
andlise histopatolégica com coloracdo de
Hematoxilina-Eosina.

Do total de neoplasias, foram
diagnosticados cinco carcinomas de células

escamosas (CCE), dois tricoblastomas e um
tricoepitelioma. Na andlise imuno-histoquimica
com o anticorpo anti-PCNA, o resultado positivo,
dado pelas células fortemente marcadas, foi
mais numeroso nos nodulos malignos,
contabilizando um total de 31% em relacdo ao
total de 16% nas amostras benignas (Gréficos 1
e 2). Pode-se concluir que as neoplasias
malignas obtiveram maior percentual de
marcacdo positiva para 0 anticorpo anti-
PCNA, demonstrando que a proliferacédo
celular foi maior nas neoplasias malignas
gue nas benignas.

Gréfico 1: Percentual de células fortemente marcadas,
fracamente marcadas e negativas no total de neoplasias
epiteliais cutédneas malignas (CCE) em cédes e gatos
analisadas no laboratério de anatomia patolégica
veterinaria da Universidade Federal Fluminense em
2019.

Percentual da marcacdo celular nas neoplasias
malignas de pele de cdes e gatos analisadas
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Negativas

Gréfico 2: Percentual de células fortemente
marcadas, fracamente marcadas e negativas no total
de neoplasias epiteliais cutaneas  benignas
(tricoblastoma e tricoepitelioma) em cdes e gatos
analisadas no laboratério de anatomia patoldgica
veterinaria da Universidade Federal Fluminense em
2019.
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Amemiya et al. (2010) em seu estudo
sobre progressdo de cancer gastrico em
humanos concluiram que a expressdo do PCNA
foi maior nos pacientes com estagios avancados
do que naqueles em estagios iniciais. Com isso,
had sugestdo de que nos pacientes com
canceres com maior proliferacdo de células
neoplasicas, ou seja, com maior potencial de
malignidade, a marcagdo do PCNA se mostrou
elevada.

O presente estudo corrobora, ainda,
com a pesquisa de Silva et al. em 2016, sobre
tumores orais em gatos, na qual foi possivel
concluir que a expressao de PCNA auxiliou na
determinacdo do grau de diferenciacédo celular,
adotado pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) e pela classificacdo de Broder
(classificacdo que ndo leva em conta a histéria
clinica do animal, somente o grau de
diferenciacéo celular). Até o momento, foram
encontrados poucos estudos utilizando o
anticorpo anti-PCNA em neoplasias cuténeas de
cdes e gatos. Portanto o presente estudo tem
grande relevancia para a clinica de pequenos
animais e pode ser considerada uma
possibilidade na determinagcdo de carater
tumoral, no auxilio do diagnéstico precoce, do
prognoéstico e escolha da terapia mais eficiente
diante de cada caso.

CONCLUSOES:

As neoplasias malignas obtiveram maior
percentual de marcagdo positiva para o
anticorpo anti-PCNA, demonstrando que a
proliferacdo celular foi maior nas neoplasias
malignas que nas benignas.

Mais estudos s8o necessarios, com
andlise de um maior nimero de nddulos, a fim
de verificar se realmente a maior frequéncia de
resultados positivos em relagdo a proliferacéo
celular marcada pelo PCNA é, de fato, mais
elevada em neoplasias cutaneas malignas, e se
esta expressdo estd relacionada a piores
prognésticos clinicos.
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INTRODUCAO: t (min) T C0) [n] Mv x10°
; (mL/g) (g/mol)
A goma tara (GT) € uma galactomanana que 0 5 1431 22 30
tem ocasionado interesse em muitos estudos ' '
devido as suas propriedades tecnoldgicas. 10 25 13,57 21,11
Caracteristicamente, a goma tara apresenta 10 35 11,93 18,51
uma alta viscosidade relacionada a sua alta 10 45 11,61 18,02
massa molar (10%) e carga elétrica neutra. A 10 55 11.20 17.36
utilizagdo de ultrassom € considerada uma ' '
tecnologia "verde" devido a sua alta eficiéncia, 20 25 12,18 18,91
baixos  requisitos instrumentais, reducéo 20 35 11,25 17,45
significativa do tempo de processamento e por, 20 45 11,37 17,32
geralmente, possuir um desempenho 20 55 10.51 16.27
economicamente viavel com aplicacdo em ' '
diferentes industrias tais como a de alimentos. 30 25 11,29 17,51
Assim, o presente trabalho tem como objetivo 30 35 10,53 16,63
estudar o efeito do ultrassom nas propriedades 30 45 10,39 16,08
cinéticas e termodindmicas de solugBes 30 55 10,20 15,79
aquosas contendo goma tara. y 20 o5 10.12 15.66
RESULTADOS E DISCUSSOES: 40 35 10.11 15.65
A Tabela 1 apresenta os valores de viscosidade 40 45 10,08 15,59
intrinseca [n] obtida a partir da equagcdo 1 e 40 55 10.15 15.71
massa molar (Mv) obtida a partir da equacao de ' '
Mark-Houwink em diferentes tempos e 50 25 9,5 14,68
temperaturas de sonicacdo. A Figura 1 mostra a 50 35 9,85 15,23
reducdo da massa molar causada pelo 50 45 10,22 15,82
aumento do tempo de sonicacao.
(] = lital#, 49 =limienee) (1) o0 o5 9,63 14,88
=l ek 60 25 8,89 13,70
60 35 9,21 14,23

Tabela 1. Viscosidade intrinseca da GT em
fungéo do tempo e temperatura de sonicacao. 60 45 9,56 14,78
60 55 9,33 14,42
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Figura 1. Massa molar (10°) da GT a 25° em
funcdo do tempo de sonicacao.

A partir da viscosidade intrinseca e através do
modelo proposto por Baramboim na equacéo 2
foram obtidos os parametros cinéticos
apresentados na Tabela 2.

go=lm— e ™+ g )

Onde [o €& a viscosidade inicial, O: é a
viscosidade no tempo t, 0~ € a viscosidade
intrinseca limitante e k é a taxa de

despolimerizacdo da solugdo aquosa de GT.

Tabela 2. Pardmetros cinéticos da solucao
aquosa de GT.

(°-IC—2) [n] (m/9) (mol/l;min) ’
25 13,70 0,0370 0,91
35 14,23 0,0435 0,98
45 14,78 0,0499 0,85
55 14,42 0,0554 0,89

Os parametros termodindmicos apresentados
na Tabela 3 foram obtidos a partir da equacéo
de Arrhenius (3) e Eyring (4).

L = A4g-Fo/RT (3)
T L —AH AS )
k= EXP(RT:]_ R e TR

onde R é a contante universal dos gases (8.314
J/mol K), T é a temperatura absolta em Kelvin,
kB é a constante de Boltzman (1.38x102% J/K) e
h é a contante de Planck (6.6256x103 J/s). A
energia livre de Gibbs (0G) pode ser obtida a
partir da equagéo 5.

Aff = AH—TAS (5)

Tabela 3. Parametros termodinamicos da
solucdo aquosa de GT.

AG BH J/'?fm) Ea
(K3/mol) (k3/mol) (k3/mol)
25°C 10,15
35°C 10,85 8,39 70,32 10,81
45°C 11,55 ’ ’ ’
55°C 12,26
CONCLUSOES:

As propriedades cinéticas e termodindmicas da
GT foram determinadas em diferentes tempos e
temperaturas de sonicagdo. Pode-se concluir
gue a massa molar viscosimétrica média e a
viscosidade intrinseca da goma tara teve os seus
valores decrescidos com o0 aumento do tempo de
sonicacdo nas temperaturas estudadas. Ou seja,
0 ultrassom influenciou diretamente na massa
molar do polissacarideo em questdo. Além disso,
a temperatura teve influéncia na reducdo da
massa molar da GT somente até o tempo de 30
min  apds esse tempo de sonicacdo a
temperatura nao teve influéncia no resultado.
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INTRODUCAO:

Staphylococcus pseudintermedius € o principal
agente etiologico de pioderma e infeccdes de
sitio cirtrgico (ISC) em cées. A capacidade de
formacéo de biofilme é o principal motivo de ISC
persistente e tem sido relatada em associacdo
com implantes cirlrgicos em cées causada por
Staphylococcus  pseudintermedius, incluindo
cepas susceptiveis e resistentes a meticilina
(MSSP e MRSP, respectivamente). Quando a
infeccdo ocorre apds uma cirurgia ortopédica, a
cicatrizacao é atrasada e frequentemente requer
procedimentos cirirgicos adicionais para a
remocdo do implante. Isso se torna uma fonte
de morbidade significativa, alto custo e
ocasional mortalidade do paciente. O operon ica
€ responsavel pela producdo de lodo de
biofilme. No operon, a coexpressao de icaA e
icaD é necesséria para a sintese completa do
lodo. A presenca de biofilme em dispositivos
médicos pode impactar diretamente o
tratamento de uma ISC. As infec¢des por MRSP
também podem ser consideradas um problema
de salde publica, pois pode ocorrer transmissao
zoondtica. O objetivo do estudo foi avaliar a
capacidade de formacdo de biofilme por
Staphylococcus pseudintermedius em material
ortopédico de titAnio e materiais de sutura
comumente utilizados em cirurgias de pequenos
animais, bem como avaliar geneticamente a
formacéo de biofilme dessas bactérias.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Nos segmentos de fio de sutura de nylon, todos
os isolados foram classificados como n&o
produtores de biofilme, mas no fio de sutura
com acido poliglicilico, todos os isolados foram
capazes de formar biofilme. Nos fios de
algodéo, 75% (6/8) eram produtores de biofilme
e 12,5% (1/8) eram produtores de biofime em
fios de sutura de polipropileno. Sete isolados
(87,5%) foram capazes de formar biofime em
porca de titanio e apenas um isolado (12,5%) foi
classificado como ndo produtor de biofilme. A

PCR revelou a presenca dos dois genes (icaA e
icaD) em todos os isolados.

CONCLUSOES:

S. pseudintermedius foi capaz de formar
biofilme no material ortopédico e em alguns fios
de sutura testados. Isso pode representar uma
séria ameaga ndo apenas aos animais
submetidos a cirurgias ortopédicas e gerais,
mas também aos donos de cdes, devido a
intima interacdo social entre eles e ao risco
zoondtico dessas espécies bacterianas. Sao
necessarios estudos posteriores para testar
possiveis maneiras de superar essa ameagca.
Os materiais ortopédicos e de sutura que
permitem a formacdo de biofilme dificultam a
prevencdo e o tratamento de uma infeccdo no
local cirdrgico. Portanto, é conveniente priorizar
materiais que ndo facilitem a formacdo de
biofilme, como suturas de nylon, além do
desenvolvimento de novas medidas preventivas
e terapéuticas.
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INTRODUCAO

A micoplasmose aviaria destaca-se como uma das
doencas de maior impacto econdmico nha
avicultura, causando prejuizos diretos e constando
da lista de doencas de notificacdo obrigatéria da
OIE e com prioridade na abordagem no Programa
Nacional de Sanidade Avicola do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil.
Mycoplasma gallisepticum (MG) e M. synoviae
(MS) sdo as principais espécies de micoplasmas
gue acometem as aves e estdo presentes nos
plantéis brasileiros, com alta prevaléncia de MS
nas criacées de poedeiras comerciais (BUIM at al.,
2009; TEIXEIRA et al., 2015). O diagndstico da
infeccdo por micoplasmas pode ser realizado por
ELISA, pelo isolamento e/ou PCR, aliados ao
histérico dos lotes de aves (NASCIMENTO e
PEREIRA, 2009). O tratamento contra MG e MS
na avicultura ¢é realizado pelo uso de
antimicrobianos, como macrolideos e quinolonas.
Estudos recentes evidenciam uma diminuicdo na
suscetibilidade dos micoplasmas a diversos
antimicrobianos, o que demonstra a necessidade
de se realizar testes periédicos para analise
desses tratamentos (GAUTIER-BOUCHARDON,
2018). O objetivo deste estudo foi comparar a
frequéncia de MG e MS em poedeiras nas fases
de recria e de producdo e determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) para
enrofloxacina (ENRO) e tilosina (TIL) de cepas de
MS. Foram coletadas 140 amostras de traquéia e
sangue, em seis granjas de postura comercial (A,
B, C, D, E, e F) para diagnosticar MG e MS por
PCR e ELISA. Nas granjas A a E, as amostras
foram obtidas a partir de suabes de traquéia de 10
aves de 2 lotes (um na recria e outro na producao)
e na granja F de 4 lotes (3 na recria e um na
producdo). Para ELISA, foram obtidas amostras
de soro a partir do sangue das mesmas aves dos
mesmos lotes. Para determinacdo da CIM de
ENRO e TIL, foram testadas duas cepas de MS

MSV/Faculdade de Veterinarial;

APTA/Instituto

obtidas na granja C, tituladas pelo método de
“Change Color Units” (CCU) e testados em
concentragdes de antimicrobianos de 0,312ug/mL
a 80ug/mL.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na granja A, 10% (2/20) das aves foram positivas
para MG pela PCR, enquanto 100% (20/20) foram
positivas ao ELISA; 75% (15/20) foram positivas
para MS pela PCR e 100% (20/20) ao ELISA. Na
granja B, nenhuma das amostras foi positiva para
MG pela PCR, enquanto ao ELISA, 75% (15/20)
foram positivas; para MS, 95% (19/20) foram
positivas pela PCR e 55% (11/20) ao ELISA. Na
granja C, 5% (1/20) das aves foram positivas para
MG pela PCR e 100% (20/20) ao ELISA; para MS,
as duas técnicas detectaram 100% (20/20) de
positividade. Na granja D, 35% (7/20) das
amostras foram positivas para MG pela PCR e
90% (18/20) ao ELISA; para MS, 80% (16/20)
foram positivas pela PCR e 100% (20/20) ao
ELISA. Na granja E, 65% (13/20) das aves foram
positivas para MG pela PCR e 100% (20/20) ao
ELISA; para MS, 55% (11/20) apresentaram
positividade pela PCR e 100% (20/20) ao ELISA.
E na granja F, nenhuma foi positiva para MG pela
PCR e 55% (22/40) ao ELISA; para MS, 37,5%
(15/40) foram positivas pela PCR e 75% (30/40)
pelo ELISA. Houve fraca concordancia (KAPPA)
entre PCR e ELISA para MG e para MS, o0 que era
esperado, considerando que ELISA detecta
anticorpos e PCR detecta o DNA bacteriano, nao
havendo relacdo entre as amostras. Nado houve
diferenca na frequéncia de detecc¢do de anticorpos
contra MG e MS ao ELISA nas aves em fase de
recria, nem na fase de producdo (Teste Qui-
guadrado-independéncia, p>0,005). Houve
diferenca na frequéncia de MS em relacdo a MG a
PCR nas duas fases (p<0,0001), sendo a
frequéncia de MS mais alta em ambas. Quando
comparadas a frequéncia de positivos para MG ao



ELISA e a PCR na recria com a fregiiéncia de
positivos para MG na producdo, os resultados
foram semelhantes. Para MS, os resultados
também foram semelhantes ao ELISA quando
comparadas recria e producdo, mas a PCR foram
significativamente diferentes (Teste binomial: duas
propor¢des, p<0,0001), sendo a deteccdo de MS
maior na fase de producéo, o que pode indicar um
aumento na disseminacdo desse agente nesta
fase por falta de controle sanitario nas granjas,
entre outros fatores. Todas as granjas estudadas
foram positivas para MS, o que corrobora os
relatos de alta prevaléncia do agente nas granjas
de postura comercial (BUIM et al, 2009;
TEIXEIRA, 2015). As duas cepas de MS foram
sensiveis (CIM de >0,312ug/mL de ENRO para a
amostra 2 e de TIL para as duas) ou
apresentaram susceptibilidade intermediaria (CIM
de ENRO de 0,625ug/mL para a amostras 1),
segundo Kreizinger et al. (2017). A falta de
padrdes oficiais dificulta a interpretacdo de CIM
dos antiboticos testados para micoplasmas. O
aumento na CIM para ENRO ja foi relatado, ainda
gue a maioria das cepas permaneca sensivel
(GAUTIER-BOUCHARDON, 2018). Tilosina tém
demonstrado boa atividade in vitro na inibicdo de
micoplasmas (KREIZINGER et al., 2017), o que

justifica os resultados encontrados no presente
estudo.

CONCLUSOES

Foi comprovada a alta prevaléncia de MS nas
criacOes de poedeiras testadas. O sucesso no uso
de antimicrobianos depende da realizacdo de
testes para monitorar a susceptibilidade dos
micoplasmas, entretanto, no Brasil estes testes
s80 escassos, 0 que torna este estudo ainda mais
relevante.
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INTRODUCAO:

Os parvovirus patogénicos de animais (género
Protoparvovirus, familia Parvoviridae) se
caracterizam por serem pequenos Vvirus
contendo genoma DNA de fita simples e
capsideo de simetria icosaédrica constituido de
duas proteinas: VP1(82 kDa) e VP2 (67 kDa).
Apesar de serem virus de genoma DNA, os
parvovirus apresentam taxas de mutacdo de
genes semelhantes as observadas em virus
com genoma RNA, e tal fato é responsavel pelo
aparecimento de novas variantes.

O Parvovirus Canino (CPV) é um exemplo de
sucesso na transposicdo da barreira de
hospedeiro, ja que é considerado uma variante
do parvovirus felino (FPV) que adquiriu a
capacidade de replicagdo em cées apds a
passagem em um hospedeiro carnivoro
selvagem. O sequenciamento do DNA de vérios
isolados de parvovirus sugere que o0 parvovirus
de raposa seja um ancestral do CPV.

A capacidade de replicar em uma gama de
hospedeiros é uma propriedade chave dos
parvovirus, o que reflete a diversidade de
espécies (Canidae, Felidae, Procyonidae
Mustelidae e Viverridae) que estes virus podem
infectar naturalmente.

Ao longo dos anos, as doencas infecciosas de
etiologia viral em canideos e felideos selvagens
tem aumentado devido a alteracbes em seu
habitat e ao maior contato com animais
domésticos.

Ja existem relatos mostrando alta prevaléncia
de anticorpos para CPV em populacdes de
canideos selvagens em Minas Gerais, e para

FPV em felideos selvagens mantidos em
zoologicos ou unidades de conservagao.

A alta resisténcia dos parvovirus, além do modo
de transmissdo que requer contato apenas com
as fezes de animais infectados, sé&o
caracteristicas que facilitam a disseminacao
destes virus.

Os carnivoros ndo domésticos infectados por
parvovirus podem atuar como reservatorios
destes virus, servindo como fonte de infeccéo
ou fornecer caminhos evolutivos alternativos
que favorecem o aparecimento de virus
pandémicos.

Este projeto tem como objetivos realizar o
diagnéstico e a caracterizacdo molecular das
variantes de parvovirus detectadas em canideos
e felideos selvagens do Pargue Nacional de
Itatiaia.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Um total de 160 amostras fecais coletadas nos
anos de 2016, 2017 e 2018, no Parque Nacional
de Itatiaia (PNI) foram analisadas.

De acordo com o método de tricologia, as
amostras fecais foram provenientes das
seguintes espécies animais: 95 de lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus), 43 de gato-do-mato-
pequeno (Leopardus guttulus), 13 de céao
domeéstico (Canis familiaris), dois de cachorro do
mato (Cerdocyon thous). um de raposa sul-
americana (Lycalopex sp) e seis de outros
carnivoros.

A partir das suspensdes fecais a 10% em
solugéo Tris-Ca++ 0,01M pH 7,2, procedeu-se a
extracdo do DNA viral por meio do High Pure
PCR Template Preparation kit (Roche Life
Science), conforme instrugdes do fabricante. O



DNA foi armazenado a -20°C e utlizado nas
reacbes de amplificacdo (PCR) para deteccgéo
do genoma viral.

A PCR foi realizada com o par de iniciadores
555For/555Rev (4003-4585), o qual amplifica
um fragmento de 583bp do gene que codifica a
proteina de capsideo VP2, nas seguintes
condicbes: desnaturacdo inicial a 94°C por
10min, seguida de 35 ciclos a 94°C/30s,
50°C/1min, 72°C/1min e uma extensao final de
72°C por 10min. Inicialmente, 107 amostras
foram testadas e todas foram negativas.

Para aumentar a possibilidade de deteccdo do
genoma viral, foi necesséario implementar a PCR
com os iniciadores CPV-For/CPV-Rev, que
amplificam um fragmento de 93pb do gene que
codifica a proteina VP2. A PCR foi realizada nas
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a
94°C por 5min, seguida de 35 ciclos a 94°C/30s,
55°C/30s, 72°C/30s e uma extensdo final de
72°C por 10 min. Outras 83 amostras foram
testadas e foram negativas.

A fim de avaliar a presenca de possiveis
inibidores da PCR nas fezes coletadas do
ambiente, oito suspensfes fecais a 10% foram
preparadas a partir da amostra 238 de lobo
guara (Chrysocyon brachyurus). Cada
suspenséao fecal foi contaminada artificialmente
com diferentes concentracdes da vacina
Vanguard® Plus 10 (Zoetis): bruta ou nas
seguintes  diluicGes: 10 a 107. A seguir,
procedeu-se a extracdo do genoma viral de
duas maneiras: (a) utilizando o High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche Life Science)
conforme instrucbes do fabricante e (b)
realizando um tratamento prévio da suspensao
fecal com fenol/cloroférmio. A PCR foi realizada
com o par de iniciadores CPV-For/CPV-Rev e 0
DNA extraido de cada suspensao foi testado: (a)
nao diluido (bruto), (b) diluido a 1/10 e (c)
diluido a 1/100 em 4gua H20 Nuclease-Free.

A reacdo foi positiva a partir do DNA diluido
1/100 extraido da suspenséo fecal contaminada
com a vacina bruta. O tratamento prévio da
suspensédo fecal com fenol/cloroférmio antes da
utilizacéo do kit de extracdo do DNA, permitiu a
observacéo de banda com o DNA diluido a 1/10,
mostrando que tal tratamento ajudou a remover
possiveis inibidores da reacgéo.

Os nossos resultados mostram que 0s
iniciadores  rotineiramente  utilizados  no
laboratorio para detectar o genoma dos

parvovirus em amostras fecais de cdes e gatos
diarreicos néo foram eficientes para este estudo
Outro ponto a ser considerado € a presenca de
inibidores da reacdo de amplificagdo em
amostras coletadas no ambiente.
CONCLUSOES:

Nao foi possivel confirmar a circulacdo do
Parvovirus de carnivoros nos canideos e
felideos selvagens do Parque Nacional de
Itatiaia (PNI).

Esse resultado se deve ao fato de que,
provavelmente, as amostras foram coletadas de
animais sem sintomatologia, e que, ao contrario,
dos animais diarreicos, ndo eliminam alta
concentragdo de particulas virais nas fezes. Nao
€ possivel determinar quanto tempo estas
amostras estavam no solo antes da coleta, sob
efeito das variac6es climaticas.

Além disso, estes animais ja podem ter entrado
em contato com 0 agente e ndo estarem em
momento de eliminacdo de particulas virais nas
fezes, ja que estudos sorolégicos demonstram a
circulacdo do virus nos animais selvagens em
varios biomas do Brasil

Este monitoramento € importante pois estes
virus tem a capacidade de infectar diferentes
espécies e de sofrer mutacBes, que podem
alterar a viruléncia das variantes em circulacgéo,
e a capacidade das vacinas atuais em conferir
protegdo contra estas novas variantes.
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INTRODUCAO:

A neoplasia maméaria € o terceiro tumor mais
comum em felinos, ficando atras apenas das
neoplasias hematopoiéticas e cutaneas. Possui
maior prevaléncia em fémeas com mais de 8
anos. Aparentemente estd associada aos
hormdnios esteroides enddgenos e exdgenos. A
maioria dos tumores de mama em gatas é de
origem maligna (> 85%) e possuem um elevado
potencial metastatico e alta taxa de mortalidade.
O tratamento primario € cirdrgico, podendo ser a
retirada do nédulo (lumpectomia) ou a retirada
de toda a cadeia mamaria (mastectomia
radical), estando a mastectomia radical
relacionada a uma menor recidiva tumoral. O
prognostico esta relacionado com o grau de
malignidade tumoral, tamanho do nddulo,
invasdo, presenca de metastase, expressao de
marcadores da proliferacdo e presenca de
receptor hormonal.

O céncer de mama felino é muito similar ao
cancer mamario em humanos no que diz
respeito a ocorréncia, histopatologia e padrdo
metastatico (Nordin et al., 2017). Por isso, as
neoplasias mamarias de gatas sdo propostas
como modelos relevantes para entender o
comportamento  biolégico da doenca em
humanos.

A andlise imuno-histoquimica pode ser utilizada
para avaliar a taxa de proliferacdo e morte
celular nos tumores, embasando o diagnéstico e
prognostico, em conjunto com a analise
histopatolégica. Neste trabalho, foi utlizado o
marcador biolégico PCNA (Antigeno nuclear de
proliferacdo celular), que avalia a atividade do
ciclo celular.

Este trabalho teve como objetivo classificar
nédulos mamarios felinos de acordo com as
determinacdes da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para o cancer de mama humano

(2012), e também foram classificados de acordo
com Misdorp (1999). O trabalho também
objetivou avaliar a classificacdo do grau
histologico, bem como avaliar da expressédo do
marcador PCNA, para determinar a proliferacéo
celular tumoral em neoplasias mamarias
malignas felinas. Assim estes achados
histopatolégicos e imuno-histoquimicos
permitirdo obter prognoésticos mais preciso e
uma melhor orientacdo para a conduta clinico-
cirargico.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram selecionadas 25 gatas que
apresentavam nédulos mamarios, independente
da raca, idade ou estado reprodutivo. Dentre as
que tinham idade conhecida, apresentavam
meédia de 10anos. Quando na presenca de mais
de um nédulo por animal, tais ndédulos foram
coletados e selecionados para esse estudo,
totalizando 32 amostras. As amostras foram
processadas e incluidas em parafina, coradas
pela Hematoxilina-Eosina. Para avaliagdo
imunoistoquimica,foi utilizado o anticorpo anti-
PCNA,

Foram calculadas as médias do tempo de
sobrevida e do tempo livre da doenca. Em
média, dentre os dados obtidos, a sobrevida foi
de 640dias e o tempo livre da doenca foi de
653dias, aproximadamente.

As amostras mamarias foram analisadas e
diagnosticadas como adenocarcinoma mamario
e, além disso, foram classificados segundo a
OMS (2012), onde 46,2% das amostras foram
de carcinoma tipo misto invasivo, 19,2% de
carcinoma ductal sem tipo especial, 23,1% de
carcinoma papilar invasivo, 3,8% de carcinoma
papilar intra-ductal, 3,8% de carcinoma
cribriforme, 3,8% de carcinoma com
diferenciacdo apdcrina. Quanto ao grau de



malignidade histolégica, das  amostras
consideradas, 19,2% eram de grau |, 46,2% de
grau Il e 34,6% de grau lll.

De acordo com Misdorp (1999), 84,6% das
amostras foram diagnosticadas como carcinoma
tubulo-papilar, 7,7% como carcinoma solido e
7,7% como carcinoma cribriforme. Além disso,
foi avaliada a presenca de formacdo tubular,
invasdo local dos tumores, anisocitose
citoplasmatica, alteragBes a nivel nuclear como
bi/multinucleacdo e formato, nucléolo evidente
ou ndo, macro ou mdultiplo, presenca de
necrose, Ulcera, tipos de mitose e
comprometimento de linfonodo sentinela.

As variaveis histopatolégicas avaliadas, foram
submetidas a analise de associacdo estatistica
onde ndo foi observada associacdo entre
formag&o tubular, invasdo local, pleomorfismo
celular, cromatina, necrose, macro-nucléolo,
invasdo local e comprometimento do linfonodo
com os diagnésticos OMS, 2012 e Misdorp,
1999 (p > 0,05). Em estudos futuros pode se
fazer necessario um maior nimero de amostras
para se provar a associacdo dos alguns
pardmetros utilizados no presente estudo.
Contudo, a observacdo de bi/multi-nucleacédo
nas neoplasias de gata, associado ao
diagndstico proposto pela OMS para neoplasias
mamarias em mulher mostrou ter associacao
estatistica  (p=0,039), assim como o indice
mitético e diagnéstico OMS (p=0,022), o grau
histologico e os diagnésticos propostos por esta
(p=0,006). Isso mostra a importancia da analise
destes pardmetros na histopatologia e a
necessidade de melhor caracterizar essas
neoplasias felinas com auxilio de consensos
mais perscrutado.
Os resultados observados para o marcador
PCNA demonstraram uma positividade de
27,74% e uma negatividade de 72,25%, onde
foram consideradas negativas as células nédo
marcadas e as células fracamente marcadas.
Também foi avaliada a frequéncia de marcacao
positiva nas neoplasias malignas de acordo com
sua classificacdo histolégica. De acordo com 0s
resultados, o carcinoma papilar invasivo
apresentou em média 30,9% de células
positivas, seguido do carcinoma tipo misto
invasivo que apresentou 29,4%, carcinoma
papilar intra-ductal apresentou 24,1%,
carcinoma cribriforme apresentou 23,6% e por
ultimo o carcinoma ductal invasivo STE,
apresentando 21,1%.

CONCLUSOES:

Todos os achados indicaram que a frequéncia
das neoplasias mamarias malignas em gatas é
alta e que o progndstico é reservado tendo em
vista tanto o tempo de sobrevida como o tempo
livre da doenga. Caracteristicas histolégicas
como: grau de invasao local, comprometimento
de linfonodo sentinela, alta contagem mitdtica,
alteracdes de citoplasma e nucleo e a facil
visualizacdo do nucléolo corroboraram para a
classificacdo do grau histolégico e possiveis
associacdes entre morfologia e diagndstico. A
andlise  imuno-histoquimica se  mostrou
relevante, pois demonstrou por meio da
marcacdo com o anticorpo anti-PCNA, que o0s
tumores malignos apresentam uma alta taxa de
proliferacéo celular. Estes achados
histopatoldgicos e imuno-histoquimicos poderao
futuramente contribuir para um prognéstico mais
preciso e um melhor direcionamento para a
conduta clinico-cirargico.
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INTRODUCAO: A doenca renal cronica (DRC)
ocorre quando ha comprometimento funcional
elou estrutural decorrente de um processo
prolongado de pelo menos trés meses de
duracdo. A International Renal Interest Society
(IRIS) estabeleceu quatro estagios de evolucao
de acordo com uma série de parametros entre
eles a imagem alterada dos rins (WAKI et al,
2010). O exame ultrassonografico permite a
avaliacdo detalhada da morfologia renal e por
meio do Doppler pode estimar a perfuséo renal
(CARVALHO, CERRI, CHAMMAS, 2009). O
indice de resistividade (IR) € um dos parametros
mais sensiveis de avaliacdo das doencas
decorrentes das alteracbes de fluxo renal e
pode ser um marcador de dano histolégico em
varias condi¢cBes patologicas (GRANATA et al.,
2014). O valor de corte de IR de 0,639 foi dutil
para estabelecer um diagndstico preliminar da
DRC em estudo com 18 gatos (MATOS,
AZEVEDO, CARREIRA, 2017). Os rins podem
ser acometidos por lesbes parenquimatosas
difusas ou focais tais como cistos, abscessos,
granulomas, nddulos, calcificagfes e infarto que
podem ser identificadas ao exame
ultrassonografico (FELICIANO et al, 2008). No
entanto, a importancia das lesbes
parenquimatosas focais renais na DRC ainda
nao foi elucidada. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a morfologia renal e determinar o IR
por meio do exame ultrassonografico com
Doppler em gatos com DRC e lesbes
parenquimatosas focais renais.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O estudo foi desenvolvido no Setor de
Ultrassonografia do Hospital Universitario Prof.
Firmino Marsico Filho da Faculdade de
Veterindria da UFF (HUVET-UFF) e foram
incluidos somente gatos com doenca renal
cronica (DRC) com ou sem LPF. Todos foram

submetidos ao exame ultrassonogréafico Doppler
renal para identificagdo das  lesdes
parenquimatosas focais renais tais como cisto,
abscesso, granuloma, nédulo, calcificacdo e
infarto que foram consideradas como presente
ou ausente, independente da especificidade da
lesdo. Apesar da DRC ser frequente na rotina
da Clinica de Felinos, o nimero de gatos
incluidos no periodo do estudo foi pequeno com
10 animais. Isso ocorreu possivelmente devido a
falha na triagem desses animais para o estudo e
fatores técnicos relacionados ao tamanho dos
vasos para andlise Doppler em gatos nao
colaborativos. Um outro fator relacionado aos
animais é gue eles se encontravam com escore
de condicdo corporal normal a sobrepeso, o que
sugere que a doenca ainda ndo os havia
debilitado  fisicamente, aumentando  sua
resisténcia ao posicionamento.

Por sua vez, o grau de alteracdo morfologica
renal ndo interferiu na obtencdo dos dados
Doppler do presente estudo, visto que a
arquitetura renal estava preservada na maioria
deles (90%). Sabe-se que quanto mais
avancada a lesdo morfolégica, maior a
dificuldade de realizar a avaliagdo por meio do
Doppler.

Ao exame ultrassonografico em modo B (figura
1) observou-se uma ocorréncia alta (70%;7/10)
de lesbes parenquimatosas focais renais (LPF),
sendo que a creatinina estava aumentada em
85% (6/7) dos animais. Em contrapartida nos
trés animais nos quais as LPF ndo foram
evidenciadas, a creatinina encontrava-se
aumentada somente em um. Apesar do
pequeno nimero de animais, isso parece indicar
uma tendéncia das LPF funcionarem como
biomarcadores do agravamento da les@o renal
(tabela 01).

Na avaliacdo Doppler (figura 2), os dados
aparentemente apresentaram incongruéncia
visto que nos 5 gatos com LPF em que se
obteve o IR, um apresentou IR normal (IR=



0,54) e 2 limitrofes (IR=0,64), as LPF eram
bilaterais; e nos 2 animais com IR aumentado
(IR=0,75) as LPF eram unilaterais (tabela 01).

Tabela 01 — Lesdes parenquimatosas focais renais (LPF),
indice de resistividade renal (IR), concentragdo plasmatica
da creatinina(CREAT) e estagio da doenca renal crdnica
(DRC) nos os gatos atendidos no Hospital Universitario de
Medicina Veterinaria Prof. Firmino Marsico Filho da
Faculdade de Veterinaria da UFF (HUVET-UFF), Niter6i-RJ,
2018/2019

Ans | CREAT us ESTAGIO
LPF IR DRC
1 2,7 AUS X 2
2 1,5 BILAT X 1
3 1,2 AUS X 1
4 1,7 AUS 0,71 2
5 3,7 BILAT 0,64 3
6 2,2 BILAT X 2
7 2,5 BILAT 0,64 2
8 2,2 UNI 0,75 2
9 3,1 UNI 0,76 3
10 2,3 BILAT 0,54 2
Valref | 0,8-1,8 - 0,639 -

Ans — animais; Val ref — valores de referéncia
CONCLUSOES:

Concluiu-se que apesar do pequeno nimero de
gatos estudados, a ocorréncia das LPF foi alta
(70%) e que a sua relacdo com o grau de lesdo
renal permanece indeterminada. No entanto, os
dados do presente estudo sugerem uma
tendéncia das LPF servirem de biomarcadores
da DRC. Desse modo, a continuacdo do estudo
com um maior ndmero de animais é
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Figura 1: Exame ultrassonogréafico do rim esquerdo
de um gato com doenca renal cronica (DRC) com
diminuicdo das dimensdes. Setor de Ultrassonografia
do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria
Prof. Firmino Marsico. (HUVET-UFF).
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Figura 2: Doppler espectral de artéria intrarrenal do
rim esquerdo de um gato com indice de resistividade
aumentado. Setor de Ultrassonografia do Hospital
Universitéario de Medicina Veterinaria Prof. Firmino
Mérsico. (HUVET-UFF).
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INTRODUCAO

Diante da importancia socioecondémica da
caprinovinocultura brasileira, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
criou o Regulamento Técnico do Plano Nacional
de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO)
visando o controle ou erradicacdo de doencas
nos rebanhos de caprinos e ovinos
estabelecendo acfes sanitarias e de vigilancia
epidemioldgica. Dentre as doencas presentes
no programa destacam-se as micoplasmoses e
lentiviroses, enfermidades também listadas na
lista de doencas da Organizacdo Mundial de
Salde Animal (OIE) e caracterizadas por lesdes
articulares, pulmonares, oculares e na glandula
mamaria.

Assim sendo, foram coletadas amostras
de 76 animais de 8 propriedades do sistema
intensivo e semi-intensivo, objetivando-se a
deteccdo sorolégica e/ou molecular para
lentivirus e molecular para Mycoplasma spp.
em pequenos ruminantes (Quadro 1). As
amostras de sangue foram centrifugadas,
dessoradas e submetidas a IDGA enquanto
amostras com o anticoagulante, enviadas para a
realizacdo da Nested-PCR. Além disso, foram
obtidos suabes nasais e reprodutor, leite,
glandula maméria e pulmé&o visando a deteccao
genérica de Mollicutes por PCR .

Quadro 1. Amostras de caprinos e ovinos
coletadas por propriedade.

Propriedades Caprinos Ovinos
A 0 11
B 15 0
C 1 0
D 2 0
E 20 0
F 21 0
G 1 0
H 5 0

Total 65 11
76

O teste de IDGA para anticorpos foi
realizado utilizando o kit da Biovetech
(Biovetech®, Recife, PE) de acordo com
especificacdes do fabricante. A extracdo de
DNA de sangue foi feita de acordo com uma
adaptacdo de Elisei et al (2010), enquanto para
suabes e leite foi realizada a extracdo térmica,
adaptada de Buim, M. R. et al (2009). As
reacbes de PCR foram feitas de acordo com
Kuppeveld, F. J. M (1992); Barlough et al.
(1994); Rimstad et al. (1993); Sonigo et al.
(1985).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Do total de 76 amostras analisadas,
77,64% (59/76) amostras eram do sistema
intensivo e 22,36% (17/76) do semi intensivo.
No sistema intensivo, 13,56% (8/59) foram
positivas para Mycoplasma spp pela PCR e
38,98% (23/59) para lentivirus pelo IDGA e/ou
PCR, ja no sistema semi-intensivo ndo houve
deteccao de Mycoplasma spp pela PCR e 35,29



% (6/17) foram positivas a IDGA e/ou PCR. A
frequéncia, de ambas enfermidades, nessas
propriedades justifica-se pelo confinamento
destes animais, facilitando a disseminagéo tanto
de Mycoplasma spp., quanto de lentivirus no
rebanho. Além disso, a amamentacdo coletiva
de cabritos e cordeiros, facilta o contato e
transmisséo dos lentivirus.

Foram avaliados em ambas
propriedades amostras de caprinos e ovinos,
sendo deste total de animais 10,52% (8/76) dos
animais positivos para Mycoplasma spp. e
49,47%  (30/76) para Lentivirus. Para
lentiviroses, 10,93% (7/64) apresentaram
reatividade pelo IDGA e 36% (27/75)
positividade pela PCR. O numero de animais
gue possuiram concomitantemente reatividade
ao IDGA e positividade a PCR foi de 5,26%
animais (4/76). Este fato pode ser explicado
pela soroconversdo tardia desses animais ou
por estarem na fase inicial da infeccdo. Além
disso, o IDGA necessita para ser identificado de
uma quantidade relativamente alta de anticorpos
ocorrendo ou ndo reacdo até 18 meses. Ja a
PCR é capaz de detectar o DNA proviral nos
estagios iniciais da doenca. Outra provavel
justificativa para o baixo percentual de animais
detectados pelo IDGA poderia ser a tolerancia
ao virus quando a infec¢do ocorre nos primeiros
meses da gestacao.

Dos 10 ovinos testados a PCR para
Mycoplasma spp., 70% (7/10) foram positivos,
sendo todos da propriedade A. Desta mesma
propriedade 11 animais foram testados para
lentivirose por PCR, porém foram negativos.
Enquanto que, dos 14 caprinos testados para
Mycoplasma spp., 7,14% (1/14) foram positivos,
sendo este animal da propriedade C. Em
relacdo a reatividade dos soros testados para
CAE, a positividade foi de 10,93% (7/64), sendo
10% (2/20) da propriedade E, 26,67% (4/15) da
propriedade B e 100% (1/1) da propriedade G.
As propriedades D, F e H obtiveram resultados
negativos a IDGA. Na realizacdo do teste de
Nested-PCR, das 63 amostras de caprinos
analisadas, 42,85% (27/63) dos animais foram
positivos para lentivirus de  pequenos
ruminantes, sendo 20% (3/15) da propriedade B,
100% (2/2) da propriedade D, 90% (18/20) da
propriedade E e 80% (4/5) da propriedade H. Os
estabelecimentos F e A obtiveram resultados
negativos para todos os animais testados
(Tabela 1).

Tabela 1. Positividade pela PCR para
Mycoplasma spp e por IDGA e PCR para
lentiviroses em propriedades de ovinos e
caprinos

Espécies
Enfermidade

Ovinos Caprinos

Mycoplasma

PCR /N (%) | 110 (70%)

1/14 (7,14%)

Lentivirus

PCR /N (%) | /11 (0%)

27/63 (42,85%)

Lentivirus

IDGA n/N (%) - 7164 (10,93%)

Lentivirus
IDGA+PCR -
n/N (%)

4164 (6,25%)

De acordo com o0s resultados
obtidos,apesar da importancia do IDGA em
levantamentos epidemiolégicos e na triagem de
animais devido seu baixo custo, alta praticidade
e alta especificidade, esta técnica ndo deve ser
utilizada isoladamente na aquisicdo de animais.

CONCLUSOES:

Foi possivel verificar infeccdo por Mycoplasma
spp. e Lentivirus de Pequenos Ruminantes em
propriedades alocadas no estado do Rio de
Janeiro e Minas Gerais. O diagnéstico molecular
e sorologico, evidenciaram a presenca dos
agentes etiolégicos, principalmente no caso dos
lentivirus.
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