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Resumo: As fumonisinas, toxinas fúngicas produzidas,

principalmente, pelo Fusarium verticillioides, contaminam o

milho, alimentos e alimentos compostos a nível mundial.

Com o presente artigo pretende-se rever a utilidade e validade

de dois biomarcadores utilizados na avaliação da exposição, por

via alimentar, a estas micotoxinas, dada a frequente necessidade

em determinar alterações após o seu eventual consumo. As

fumonisinas podem ser detectadas em fluidos biológicos,

fezes e tecidos, mas a sensibilidade da metodologia usada

actualmente implica que apenas exposições elevadas possam

ser facilmente monitorizadas. Estudos mecanísticos indicam

que a ceramida sintetase, uma enzima envolvida na síntese dos

esfingolípidos, é o alvo celular para as fumonisinas, conduzindo

a um aumento da razão esfinganina-esfingosina em tecidos,

soro e urina, sendo esta razão considerada outro biomarcador

útil na avaliação da exposição às fumonisinas e na monitorização

dos efeitos biológicos causados pelas mesmas.

Summary: Fumonisins, fungal toxins mainly produced by

Fusarium verticillioides, contaminate maize and maize based

foods and feeds throughout the world.

This paper reviews the two biomarkers used for the evaluation

of dietary exposure to fumonisins given the frequently need to

determine changes following intake. Fumonisins can be detected

in biological fluids, faeces, and tissues, but the sensitivity of the

current methodology means that only high exposure can be

monitored easily. Mechanistic studies indicate that ceramide

synthase, an enzyme involved in sphingolipid synthesis, is one

cellular target for fumonisins toxicity leading to the increase of

the sphinganine-sphingosine ratio in tissues, serum, and urine,

being this ratio considered another useful biomarker for monitoring

the biological effect of fumonisins.

Introdução

As fumonisinas (FB), cuja estrutura foi identificada

pela pela primeira por Bezuidenhout et al. em 1988,

são um grupo de micotoxinas estruturalmente análogas

à esfingosina e esfinganina (Figura 1) (Lerda et al.,

2005) e produzidas, em determinados alimentos,

principalmente por Fusarium verticillioides,

Fusarium proliferatum e outras espécies fúngicas da

secção Liseola (Thiel et al., 1991). As FB ocorrem

fundamentalmente no milho e em alimentos à base de

milho, sendo as mais comuns a FB1, FB2 e FB3. A FB1

é a mais tóxica e abundante, seguida pela FB2 (Labuda

et al., 2003). Os métodos utilizados nos processos de

fabrico de produtos derivados do milho podem

converter fumonisinas intactas em fumonisinas

hidrolisadas (HFB) e parcialmente hidrolisadas (PHFB),

sendo a sua quantidade bastante inferior relativamente

à quantidade de fumonisinas intactas (Polling e

Plattner, 1999).

A contaminação de alimentos e rações com fumonisinas

tem sido associada a doenças várias, quer em

animais quer em humanos (Lino et al., 2004).

Nas espécies animais estudadas todos os problemas

causados pelas FB estão relacionados com a inibição

da biossíntese de esfingolípidos, sendo os órgãos mais
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Esfinganina

Esfingosina

Fumonisina B1

Figura 1 – Estrutura química da esfinganina, esfingosina e fumonisina

B1 (adaptado de Solfrizzo et al., 1997).
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afectados o fígado e o rim. No entanto, as manifestações

clínicas que decorrem das toxicoses provocadas

pelas fumonisinas, bem como os órgãos atingidos,

variam de espécie para espécie.

Em ratos, lesões mais avançadas de ambos os órgãos

são caracterizadas por morte celular (apoptose)

simultânea à proliferação celular (Voss et al., 2001).

Em ovelhas, ratos e coelhos levam a toxicidade renal,

sendo também hepatotóxicas para os segundos. Em

ratos adultos estão descritos alguns efeitos anti-nutricionais

e consequências fisiopatológicas, nomeadamente

a redução da incorporação de folatos. Em

cavalos e suínos conduzem, respectivamente, ao

aparecimento de leucoencefalomalacia (ELEM) e

edema pulmonar (PPE). Outras espécies são também

atingidas por toxicoses induzidas por estas micotoxinas

(Carratù et al., 2003; Lino et al., 2004).

No Homem, as fumonisinas têm sido epidemiologicamente

relacionadas com o aparecimento de cancro

esofágico (EC) (Meyer et al., 2003). As populações da

África do Sul e da China apresentam os números mais

elevados de EC do mundo. Enquanto no Ocidente o

aparecimento deste tumor é atribuído a factores como

o tabaco e álcool, nas regiões referidas estes factores

não são considerados significativos (Turner et al.,

1999). Estas micotoxinas são citotóxicas, inibem a

síntese proteica e do ADN, promovem stress oxidativo,

induzem a fragmentação do ADN e interrompem o

ciclo celular (Creppy et al., 2004). As fumonisinas

têm também sido consideradas como suspeitas no

aumento da incidência de defeitos no tubo neural

(NTD) entre a população que vive ao longo da

fronteira Texas-México (Stack, 1998).

Assim, com base nos dados actuais, a Agência

Internacional de Pesquisa sobre o Cancro classificou a

FB1 como possivelmente carcinogénica para o

Homem, incluindo-a no grupo 2B (IARC, 2002).

Para evitar a ocorrência dos efeitos adversos

referidos existe uma necessidade premente de limitar

a exposição às fumonisinas, assegurando a qualidade

dos alimentos destinados ao consumo humano, mas

também a produtividade animal que apresenta uma

importância económica extrema. A possibilidade da

transmissão de micotoxinas através de produtos de

origem animal ingeridos pelos consumidores é preocupante.

Consequentemente é importante determinar a

respectiva contaminação por forma a garantir a Saúde

Pública (Prelusky et al., 1996). É, portanto, fundamental

desenvolver métodos eficientes para analisar

alimentos e monitorizar a exposição humana recorrendo

ao uso de biomarcadores apropriados (Chelule et al.,

2000).

Muitas das dificuldades que surgem aquando da

utilização de biomarcadores decorrem da necessidade

de determinar alterações após exposições de longa

duração e a baixas concentrações de certos componentes

da dieta ou de determinar ausência de

exposição. Sendo os biomarcadores usados como

indicativos de possíveis alterações sistémicas e

funcionais em órgãos, tecidos, células e estruturas

sub-celulares para monitorizar a exposição de indivíduos

e populações a determinados compostos, eles

devem ser específicos, sensíveis e recorrer a técnicas

pouco invasivas, principalmente no caso dos humanos

(Crew et al., 2001).

Uma das formas de avaliação da exposição de

populações às fumonisinas consiste em calcular a

respectiva ingestão diária estimada (EDI), através da

determinação dos níveis de fumonisinas nos distintos

itens alimentares que possam ser ingeridos, o que

conduz a um intenso, árduo e moroso trabalho de

avaliação (Turner et al., 1999). Apesar dos resultados

obtidos a partir do cálculo da ingestão diária com base

na análise de alimentos e em tabelas de consumo

serem úteis numa primeira etapa, revelam-se pouco

precisos (Crews et al., 2001). Para obstar esta

situação, a avaliação da exposição das populações às

fumonisinas consiste em avaliar os níveis de FB ou de

outros biomarcadores, como a razão esfinganina/

esfingosina (Sa/So), em fluidos biológicos e tecidos,

que podem constituir uma medida mais correcta da

exposição às referidas micotoxinas (Shetty e Bhat,

1998; Solfrizzo et al., 1997; Turner et al., 1999).

Fumonisinas

Um número apreciável de publicações científicas

tem revelado a preocupação da comunidade científica

internacional em avaliar os níveis de FB em fluidos

biológicos, fezes e tecidos.

Para avaliar a exposição às FB em animais e no

Homem são usados distintos fluidos biológicos (urina,

plasma e bílis) bem como fezes e tecidos (Shetty e

Bhat, 1998; Prelusky et al., 1996; Chelule et al., 2000;

Sewram et al., 2001; Sewram et al., 2003; Meyer et

al., 2003).

Os resultados de estudos de toxicocinética indicam

que a FB1 apresenta uma diminuta biodisponibilidade

oral em ratos, suínos, aves, bovinos e macacos

(Sewram et al., 2003; Fodor et al., 2006). A reduzida

biodisponibilidade da FB1 deve-se sobretudo à sua

fraca absorção e também à sua eliminação pelo efeito

de primeira passagem no fígado após a sua absorção.

A dúvida persiste em saber se a reduzida absorção e,

consequentemente, reduzida biodisponibilidade, se

deve ao facto do transporte através do epitélio

intestinal ser pobre ou ao facto de existir uma forte

associação entre as FB e o conteúdo intestinal

(Shephard e Snijam, 1999). Enquanto que Angelis et

al. (2005) concluem que a FB1 não atravessa a

barreira epitelial do intestino, não alterando por isso a

sua integridade, Loiseau et al. (2007) defendem que

uma exposição prolongada à FB1 pode aumentar o

respectivo fluxo trans-epitelial. Pensa-se que o facto

de a FB1 ser polianiónica, pela presença de aniões

carboxilos em C14 e C15, pode interferir na sua

Lino CM et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 5-15
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própria absorção ao ligar-se a catiões como o sódio, o

potássio e outras grandes moléculas necessárias para o

transporte activo através da membrana intestinal. Os

policatiões inibem o transporte activo de moléculas

como açúcares e aminoácidos através da membrana

intestinal de ratos (Elsenhans et al., 1983).

Hopmans et al. (1997) verificaram que uma pequena

porção de FB1 é absorvida para a corrente sanguínea

na sua forma intacta. No entanto, a absorção aumenta

quando por hidrólise a molécula perde um grupo de

ácido tricarboxílico. Este facto pode explicar a maior

toxicidade da HFB1 relativamente à FB1.

As características hidrofílicas das FB contribuem

para a sua rápida eliminação dos tecidos animais

(Buim et al., 1999).

Fluidos biológicos e fezes. A determinação da

fumonisina B1 em fluidos biológicos (plasma e urina)

foi referenciada por Shephard et al. (1992a) dois anos

após a determinação de FB1 em milho da região de

Transkei, na África do Sul, e cuja população humana

apresentava alta incidência de EC (Sydenham et al.,

1990). A urina é uma matriz biológica útil para monitorizar

a exposição das populações às FB, tendo sido

já demonstrada a excreção destas toxinas através deste

fluido biológico (Shetty e Bhat, 1998).

De acordo com Chelule et al. (2000) a pesquisa de

FB1 em plasma é impraticável dada a sua fraca

absorção e rápida eliminação pelo tubo digestivo,

factos que conduzem à sua baixa concentração neste

fluido biológico como foi constatado, em suínos, por

Prelusky et al. (1996) e Meyer et al. (2003). Por outro

lado, aparentemente, a FB1 não forma conjugados com

o ADN nem com proteínas plasmáticas, como a

albumina, conforme acontece por exemplo com a

aflatoxina B1 (Chelule et al., 2000).

No estudo realizado por Prelusky et al. (1996) em

suínos aos quais foi administrada por via oral FB1

marcada com 14C, foi detectada radioactividade na

bílis, o que confirma que existe alguma absorção desta

toxina. Meyer et al. (2003) encontraram níveis elevados

(358 mg/kg) de FB1 na bílis dos suínos estudados.

Estes dados confirmam que a FB1 é eliminada

essencialmente por via hepática (Prelusky et al., 1996;

Meyer et al., 2003). Os estudos realizados em

primatas não-humanos e outros animais permitiram

concluir que apenas 1% da dose administrada é

absorvida, o que parece explicar o facto de que seja

necessária a exposição (por ingestão) a doses elevadas

(superiores a 5 mg/kg) para obter concentrações

tecidulares passíveis de produzirem sintomas de

doença (Chelule et al., 2000).

Como as FB são fracamente absorvidas e a maior

parte da porção absorvida é excretada através da bílis

é sensato pesquisar FB e produtos resultantes da sua

degradação em fezes. Outra vantagem na análise desta

matriz resulta do facto de poder ser recolhida por

rotina nos hospitais, sem necessidade de sujeitar os

doentes a técnicas invasivas (Chelule et al., 2000).

Shephard et al. (1992b) administraram FB1 marcada

com 14C a ratos e avaliaram o seu percurso no

organismo. Aparentemente a FB1 não sofre biotransformações

significativas sendo eliminada, em 24

horas, maioritariamente através das fezes onde foi

detectada cerca de 80% da radioactividade, detectando-

se níveis vestigiais na urina.

Segundo Prelusky et al. (1996) a eliminação da

toxina através das fezes e urina de suínos Yorkshire

Barrow, durante os 3 dias que se seguiram à primeira

administração de rações contaminadas, foi baixa –

cerca de 35% do total consumido. Após este período

inicial verificou-se um aumento rápido na eliminação

da FB1 atingindo-se os 85% no final da experiência,

que decorreu durante 33 dias. A eliminação por via

urinária contribuiu apenas com 0 a 2,5% do total

recuperado. A excreção urinária não é, portanto, a

principal via de eliminação da FB1.

Chelule et al. (2000) avaliaram a presença de FB1

em fezes de crianças em idade escolar de zonas rurais

e urbanas da África do Sul. Verificaram que 35% das

amostras provenientes de crianças de zonas rurais

eram positivas para a presença de FB1. Não é contudo

possível estabelecer uma relação entre os valores

encontrados e os teores de FB1 que possam ser

consumidos diariamente. Certamente, as populações

rurais terão níveis de exposição mais elevados do que

as urbanas, já que consomem produtos naturais à base

de milho que não estão sujeitos a qualquer controlo.

Constata-se assim que a determinação das quantidades

de FB1 em fezes pode constituir um biomarcador de

exposição à micotoxina, mas durante um período de

tempo curto após essa mesma exposição.

Segundo Shephard e Snijam (1999), a FB2, tal como

a FB1, apresenta uma biodisponibilidade baixa. Em

experiências realizadas com macacos vervet [macacos-

de-gibraltar ou macaco verde africano]

(Cercopithecus aethiops) verificou-se que, após a

administração intravenosa de 2 mg FB2/kg massa

corporal, a micotoxina foi rapidamente removida do

plasma. Para tal contribuiu uma fase inicial de

distribuição e uma fase seguinte de eliminação, esta

com um tempo de semi-vida de 18 minutos.

Aparentemente, a FB2 apresenta uma biodisponibilidade

ainda mais reduzida do que a FB1. Após administração

intravenosa a excreção de FB2 por via

urinária foi extremamente baixa. Apenas 4,1% da dose

administrada por via intravenosa e 0,2% da dose

administrada por via oral foram recuperadas na urina

durante um período de 7 dias após a exposição. Já a

comparação entre a excreção urinária de FB1 e de FB2,

em ratos, havia mostrado que a segunda é eliminada

em menor percentagem por via renal do que a FB1

(Shephard e Snijam, 1999). Parece assim que a via

predominante para a excreção desta micotoxina

intacta ou parcialmente hidrolisada é a via biliar.

Os factores que determinam a via de eliminação de
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xenobióticos são o peso molecular e a solubilidade em

água. Assim, pesos moleculares mais baixos e maior

hidrossolubilidade favorecem a eliminação por via

renal em detrimento da via biliar. A disparidade na

excreção renal das referidas FB pode provavelmente

ser explicada pelas diferenças observadas na polaridade

das mesmas. Assim, a FB1, que apresenta maior

polaridade, experimenta maior excreção renal, apesar

da sua massa molecular ser ligeiramente mais elevada.

A excreção extremamente reduzida de FB2, após

administração oral, através da urina reflecte a limitada

biodisponibilidade da toxina, uma vez que apenas

pequenas quantidades atingem a circulação sanguínea,

verificando-se a predominância da via biliar sobre a

via renal no seu processo de eliminação (Shephard e

Snijman, 1999).

Tal como foi referido para a FB1, a maior parte da

dose de FB2 administrada por via oral ou por via intravenosa

é recuperada nas fezes nas formas intacta

(FB2), hidrolisada (HFB2) ou parcialmente hidrolisada

(PHFB2). Destes três componentes, as quantidades

relativas de FB2 e PHFB2 variam largamente, enquanto

que a HFB2 aparece em pequenas quantidades.

Considerando a sua reduzida biodisponibilidade, a

FB2, tal como a FB1, sofrerá assim hidrólise no intestino

por acção de esterases ou por acção de microorganismos,

que predominantemente removem um dos dois

grupos de ácido tricarboxílico (Shephard e Snijman,

1999; Fodor et al., 2007). Apesar destes produtos de

hidrólise constituirem uma porção substancial da dose

de FB2 recuperada nas fezes, não foi detectada a sua

presença na urina (Shephard e Snijman, 1999).

Tal como para a FB1, também para a FB2 não é

possível recuperar completamente a dose administrada.

O metabolismo das FB no tubo digestivo poderá, no

entanto, explicar estas perdas (Shephard e Snijman,

1999).

Tecidos. Tendencialmente a FB1 acumula-se em

tecidos específicos do organismo dos animais, particularmente,

no fígado e nos rins. Esta tendência foi

confirmada por estudos realizados em suínos que

foram alimentados com rações contaminadas com FB1

(Prelusky et al., 1996; Meyer et al., 2003).

Em 1996, Prelusky et al. alimentaram suínos

durante 12 dias com ração contaminada com FB1

marcada com 14C. As doses administradas foram

diminuindo ao longo do tempo, sendo a dose máxima

inicial de 3,0 mg/kg de peso vivo. Vinte e quatro

dias após o início da experiência os animais foram

alimentados com ração não contaminada. Não foram

detectadas (LOD = 11,5 ng/g) quaisquer concentrações

de FB1 em amostras de baço, músculo, cérebro,

glândulas adrenais, tecido adiposo e pele. Foram

encontradas quantidades vestigiais (11,5 ng/g a

18,4 ng/g) nos pulmões, coração e ossos. No fígado e

rim a radioactividade foi detectada 3 dias após o

início da experiência. Nestes tecidos, os níveis de

radioactividade aumentaram com a ingestão continuada

da dieta contaminada com FB1. A acumulação de

radioactividade cessou logo que os animais passaram

a ser alimentados com ração não contaminada.

Contudo, 9 dias após o fim da administração de FB1

ainda era possível encontrar níveis marginais acima do

limite de detecção de radioactividade. O ciclo enterohepático

pode ter um papel importante no protelar da

eliminação total da FB1.

Meyer et al. (2003) procederam à administração

oral, a suínos de 12 a 14 kg de peso vivo, de 100 mg

de FB1/animal/dia, durante 5 a 11 dias. As concentrações

de FB1 foram determinadas, por LC-MS

(LOD=1,5 ng/g), em diversas amostras de tecidos. Os

autores verificaram que todas as matrizes analisadas

apresentavam quantidades detectáveis de FB1. As concentrações

médias encontradas foram particularmente

elevados no baço (854 g/kg), rim (824 g/kg),

fígado (231 g/kg) e pulmão (170 g/kg). Foi,

contudo, observada uma grande variabilidade nos

valores da concentração de FB1 nos mesmos tecidos

para diferentes animais. Tal pode dever-se à variação

analítica, mas também e sobretudo a diferenças individuais,

nomeadamente a capacidade individual de

absorção e de metabolização da FB1 bem como a

distribuição heterogénea da micotoxina em cada um

dos órgãos. É de notar que o metabolismo e a farmacocinética

da toxina podem estar alterados pelas

elevadas doses administradas

Recentemente, alguns autores têm avaliado as concentrações

de FB em faneras, como o pêlo de ratos e de

macacos vervet (Cercopithecus aethiops) e cabelo de

humanos, para prever o nível de exposição às toxinas.

Sendo a recolha destas matrizes uma técnica não

invasiva e observando-se nelas a acumulação destas

micotoxinas, a sua utilização será mais vantajosa

quando comparada com outras matrizes (Sewram et

al., 2001; Sewram et al., 2003).

A popularidade da utilização de cabelo na avaliação

de exposição a substâncias tóxicas tem vindo a

aumentar nas últimas décadas. Este interesse deve-se

sobretudo à facilidade na obtenção de amostras e, de

acordo com o comprimento do cabelo, à possibilidade

de avaliar a eventual exposição durante períodos de

tempo mais longos. Este facto acompanhado do

progresso das técnicas de separação, bem como da

selectividade e sensibilidade dos métodos analíticos

de detecção, tornou possível a detecção de xenobióticos

em cabelo na ordem dos pmol/mg (Sewram et al.,

2003).

Em 1992, quando se estudou a relação entre a contaminação

do milho por Fusarium moniliforme e FB e a

elevada incidência de cancro esofágico em vários

distritos da região de Transkei (África do Sul), obteve-

-se um valor de 13,8 g de FB1/kg de peso corporal

(considerando um adulto de 70kg que consuma 460 g

de milho/dia) para a ingestão diária provável (PDI)

(Rheeder et al., 1992). No estudo realizado por

Lino CM et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 5-15

9

Sewram et al. (2003) em amostras de cabelo de

pessoas oriundas da mesma região concluíu-se que a

PDI era de 20,4 g de FB1/kg de peso corporal. A

diferença entre estes valores dever-se-à ao consumo

de outros alimentos contaminados. Para estimar

correctamente a exposição humana à FB1 através da

alimentação é necessário que a informação relativa ao

consumo de diversos alimentos, e não apenas o milho,

esteja disponível. A análise da matriz cabelo permite

medir a exposição cumulativa às FB, independentemente

das fontes de contaminação que podem ser

extremamente variáveis.

No entanto, a avaliação do nível de FB no cabelo

requer uma consideração atenta de factores como a

deposição passiva de esporos fúngicos, possíveis

alterações induzidas por tratamentos cosméticos e a

disposição das toxinas ao longo do cabelo (Sewram et

al., 2003). Estes autores verificaram que a quantidade

de FB detectada pode variar consideravelmente de

amostra para amostra, podendo este facto dever-se a

uma variabilidade interindividual, uma vez que os

factores que afectam a análise de xenobióticos no

cabelo são heterogéneos, incluindo-se o crescimento e

a cor do cabelo, a etnia, a idade e o sexo do indivíduo,

e ainda a biodisponibilidade e o metabolismo das

toxinas. A presença de interferentes pode ser ultrapassada

usando uma metodologia por MS-MS que

permite uma maior especificidade na análise. Apesar

destes factores a quantificação dos teores de FB1 no

cabelo permite efectuar uma qualitativa da exposição.

Razão esfinganina/esfingosina (Sa/So)

O mecanismo de acção das FB está relacionado com

a sua interferência com o metabolismo da esfingosinaesfinganina

(So-Sa) (Cirillo et al., 2003), perturbando

o metabolismo dos esfingolípidos (Figura 2) (Turner

et al., 1999; Soriano et al., 2005).

Os níveis reduzidos de FB no plasma e o seu rápido

declínio após a exposição, bem como o insucesso de

todos os estudos em detectar quantidades significativas

de analitos circulantes, mostram que estes parâmetros

não são adequados para serem utilizados como biomarcadores

na exposição de animais a estas toxinas.

Contudo, a observação de que a FB1 e a FB2 inibem a

enzima N-aciltransferase na biossíntese de novo de

esfingolípidos levando a uma acumulação de esfinganina,

uma base esfingóide, e a um aumento da razão

esfinganina-esfingosina sugere que o valor desta

razão poderá ser um biomarcador potencial e preferencial

relativamente à exposição às FB (Shephard e

Snijam, 1999).

Os esfingolípidos estão presentes nas membranas

celulares, desempenhando um papel fundamental na

regulação celular e no controlo de proteínas membranares

mediando o crescimento, a diferenciação e a

morte celular (Turner et al., 1999). Os esfingolípidos

mais simples são as bases esfingóides. Nas células dos

mamíferos as bases esfingóides mais comuns são a

esfingosina e a esfinganina. Normalmente a concentração

de esfingosina é 3 a 5 vezes mais elevada do

que a de esfinganina e a manutenção de baixas

concentrações de esfinganina e esfingosina livres é

importante uma vez que estes compostos têm uma

actividade biológica intrínseca considerável (Riley et

al., 1994a).

Em estudos in vivo e in vitro foi demonstrado que as

FB, com excepção da série A, são potentes inibidores

competitivos da esfinganina N-aciltransferase e da

esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase)

uma vez que, são estruturalmente análogas de bases

esfingóides (Figura 1). As enzimas anteriormente

referidas são elementos chave para a via metabólica da

biossíntese de novo dos esfingolípidos e turnover dos

mesmos. Deste modo, as FB podem alterar a concentração

e a razão entre a esfinganina e a esfingosina,

diminuindo a biossíntese de esfingosina e promovendo

a acumulação de esfinganina (Figura 2) (Riley et al.,

1994a; Turner et al., 1999; Desai et al., 2002; Carratù

et al., 2003; Soriano et al., 2005). Daqui pode resultar

o bloqueio da biossíntese de esfingolípidos complexos

em células eucarióticas. Os esfingolípidos complexos

desempenham funções muito importantes a nível

membranar, estando também na base da formação de

mensageiros secundários que controlam diferentes

processos celulares, incluindo a expressão genética e a

activação/desactivação de proteínas específicas (Riley

et al., 1994a). Assim, estas micotoxinas contribuem

para uma variedade de consequências a nível celular,

como sejam a indução da apoptose e efeitos carcinogénicos

(Turner et al., 1999; Momany e Dombrink-

Kurtzman, 2001; Desai et al., 2002; Meyer et al., 2003).

Foi em 1991 que Wang et al. comprovaram que

as FB levam à desregulação do mecanismo dos

esfingolípidos, podendo eventualmente ter efeitos

terapêuticos. A incubação de hepatócitos de ratos

macho Sprague-Dawley com FB1 1 M, na altura considerada

suspeita de provocar leucoencefalomalacia

em cavalos, edema pulmonar em suínos e cancro do

Figura 2 - Mecanismo da biossíntese de novo dos esfingolípidos em

células animais (adaptado de Soriano et al., 2005).
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fígado em ratos, levou à inibição da incorporação de

serina - 14C na fracção da esfingosina dos esfingolípidos

celulares. Por outro lado, a exposição à FB1 conduziu

ao aumento de esfinganina, por inibição da actividade

da esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase),

levando à desregulação da biossíntese de novo dos

esfingolípidos, tendo a sua acção sido rápida e persistente.

Resultados semelhantes foram obtidos com a

FB2. Wang et al. (1991) defendem que, apesar de

tóxicas, as FB podem ser de utilidade terapêutica em

doenças nas quais perturbações no turnover dos

esfingolípidos levam as células a acumular elevadas

quantidades destas biomoléculas.

A determinação da razão Sa/So, em fluidos biológicos,

permite assim avaliar a exposição à FB1 (Riley et

al., 1994a; Solfrizzo et al., 1997; Castegnaro et al.,

1998; Turner et al., 1999) (Figura 2).

Riley et al. (1994b) reportaram, pela primeira vez,

uma metodologia para a utilização da razão Sa/So

como biomarcador da exposição às FB. Uma vez que

os níveis de bases esfingóides livres ocorrem antes do

aparecimento de outros marcadores bioquímicos

induzidos por danos celulares causados pelas FB,

como por exemplo, a elevação dos níveis de enzimas

hepáticas, esta razão foi proposta como um biomarcador

específico no caso de consumo de dietas

contaminadas com FB.

A sensibilidade deste biomarcador foi já demonstrada

em diferentes espécies animais: ratos, póneis, suínos e

primatas não humanos (Wang et al., 1991; Riley et al.,

1994a; Yoo et al., 1996; Castegnaro et al., 1996;

Shephard et al., 1996; Solfrizzo et al., 1997;

Castegnaro et al., 1998; Westhuizen et al., 1999;

Abnet et al., 2001; Qui e Liu, 2001; Seefelder et al.,

2002).

Fluidos biológicos. Em 1996, Shephard et al., estudaram,

pela primeira vez, a inibição do metabolismo

dos esfingolípidos em macacos vervet (Cercopithecus

aethiops) alimentados durante 60 semanas com dietas

contaminadas com quantidades reduzidas (0,3 mg/kg

peso corporal /dia) e elevadas (0,8 mg/kg p.c./dia) de

materiais de cultura de F. moniliforme. Verificaram

que ocorreu um aumento da razão Sa/So no soro

sanguíneo. Alterações similares foram observadas na

urina (Tabela1).

De modo a confirmar os resultados obtidos, os autores

monitorizaram os níveis de 5 enzimas funcionais

hepáticas (AST, ALT, -GT, LDH e fosfatase alcalina),

tendo verificado um aumento dos mesmos nos grupos

de animais expostos a dietas contaminadas, indicando

assim que o fígado é um órgão alvo para as FB. Neste

estudo um grupo experimental foi exposto por via oral

a 0,3 mg de FB/kg peso corporal/dia, durante o

período de ensaio. Este nível de exposição pode

ser relacionado com o estimado para diferentes

populações humanas. A PDI de FB para um habitante

da região de Transkei, que consome milho não contaminado,

é de 0,047 mg/kg peso corporal/dia. No

entanto, a PDI de um habitante que consome milho

contaminado aumenta para 0,355 mg/kg peso

corporal/dia. Assim, a razão Sa/So pode ser usada em

regiões cujas populações têm risco elevado por

exposição às FB. Já em áreas urbanas e em países

desenvolvidos, onde o milho não é o constituinte

principal da dieta mas é apenas um item da mesma,

estando o consumo diário provável de FB abaixo de

0,001 mg/kg peso corporal/dia, a razão Sa/So pode

ser mascarada por variações naturais intra ou

interindividuais (Shephard et al., 1996).

Estudos realizados em ratos Sprague-Dawley por

Riley et al. (1994a) indicam os rins como órgão alvo

da toxicidade induzida por FB, tendo sido sugerido

que as alterações na razão Sa/So verificadas na urina

possam constituir um biomarcador mais sensível do

que as verificadas no soro. No entanto, nos estudos

realizados por Shephard et al. (1996) com macacos

vervet, o rácio Sa/So no soro apresentou-se mais

significativo como indicador da exposição a FB.

O facto dos estudos realizados por Riley et al.

(1994b), nos quais se determinou a razão Sa/So

no soro, pulmões, fígado e rins após a exposição de

Tabela 1 - Valores da razão Sa/So observados em estudos realizados em animais.

Animais Quantidade de FB Razão Sa/So Referência

adicionada à dieta Soro Urina Tecidos (rim)

Ratos BD IV - Castegnaro et al.. (1996)

(grupo controlo) - 0,1 a 0,7 0,1

(grupo teste) 1-5mg FB1/kg p.c/dia 1,2 a 10 4 a 10

Macacos vervet - 0,43 0,87 - Shephard et al. (1996)

(grupo controlo) 0,3mg FB1/kg p.c/dia 1,72 1,58

(grupo teste) 0,8mg FB1/kg p.c/dia 2,57 2,17

Ratos BD IV

(grupo controlo) - 0,50 a 0,81 - - Castegnaro et al. (1998)

(grupo teste) 1mg FB1/kg p.c/dia 0,35 a 0,42

Ratos BD IV

(grupo controlo) 0,26 a 0,6

(grupo teste) 16,8mg FB1/kg p.c/dia 0,21 a 0,82 Castegnaro et al. (1998)
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animais a FB, terem evidenciado que o rim é o órgão

mais sensível e o facto de a elevação desta razão se

verificar inicialmente na urina, levaram Solfrizzo et

al. (1997) a desenvolver e reportar um método rápido

para a determinação da razão Sa/So em urina de ratos

macho Wistar e de humanos com o intuito de esta

razão funcionar como biomarcador da exposição a FB.

Porém, no que diz respeito à urina humana, estes

autores depararam-se com algumas dificuldades. Os

valores de Sa e So eram mais elevados em urina de

mulheres do que na dos homens, não sendo possível

estabelecer um valor para a razão no caso da urina

masculina, uma vez que a Sa não pôde ser detectada

abaixo de 0,1 ng/ml em nenhuma das amostras

analisadas (Tabela 2). Todavia, caso se verifique uma

exposição elevada a FB existe acumulação de Sa,

tornando-se a razão um biomarcador eficiente.

Solfrizzo et al. (1997) referiram também que os níveis

Tabela 2 - Valores da razão Sa/So observados em estudos realizados em humanos.

Região Proporção Sa/So Contaminação Ingestão Referência

Soro Plasma Urina do milho (ng/g) (μg/kg p.c./dia)

Transkei __ 0,34±0,36 0,41±0,72 580 3,8 Westhuizen et al. (1999)

(África do Sul) (n=154) (n=153) (n=40)

Kwazulu-Natal __ 0,44±0,23 N.D. (< 10)

(África do Sul) (n=26) __ __

Bomet (Quénia) __ 0,28±0,07 0,34±0,20 60 (em apenas 0,06

(n=29) (n=27) uma amostra; n=7) __

Sul de Itália __ __ 0,29 __ __ Solfrizzo et al. (1997)

(n=6;

sexo feminino)

Lyon (França)

(dadores 0 a 0,78 __ __ __ __ Castegnaro et al. (1998)

saudáveis F) (n=10)

(dadores 0,11 a 0,57

saudáveis M) (n=8)

África do Sul

(dadores 0,09 a 0,44 __ __ __ __

saudáveis F) (n=13)

dadores 0,16 a 0,36

com EC M) (n=4)

Lixian (China)

(dadores 0,86±0,90 __ __ __ __ Abnet et al. (2001)

saudáveis) (n=185)

(dadores 0,79±0,75

com EC) (n=98)

Henan (China)

(dadores F) __ __ 0,20 (n=15) 80 a 41900 0,4 a 457 (F) Qiu e Liu (2001)

(dadores M) 0,11 (n=13) 0,5 a 740 (M)

Croatia

(controloF) 0,31±0,13 __ 0,25±0,08 __ __ Ribar et al. (2001)

(n=20) (n=20)

(controlo M) 0,29±0,12 0,18±0,12

(n=27) (n=20)

(dadores com 0,67 0,14±0,08

nefropatia F) (n=1) (n=5)

(dadores com 0,10 1,60±1,59

nefropatia M) (n=1) (n=4)

Sul Itália __ __ 0,36±0,02 __ sem consumo milho Solfrizzo et al. (2004)

Centro Argentina __ __ 0,36±0,02 __ sem consumo milho

Sul Brasil __ __ 1,57±0,49 350 0,57

Norte Argentina __ __ 0,69±0,12 350 0,55

Populações 1,27±0,332 0,56

combinadas
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isolados de Sa e So em urina humana podem variar

consideravelmente. Contudo, a razão Sa/So mantém-se

caso não haja exposição a FB.

Wang et al. (1999) verificaram que o consumo de FB1

por ratos macho Sprague-Dawley pode levar, de acordo

com a dose administrada, ao aumento irreversível de

esfingosina e esfinganina na urina.

Castegnaro et al. (1998) reportaram um método para

quantificar os níveis de Sa/So em soro humano e de

ratos BDIV macho. Não se verificaram variações

significativas nos valores de Sa/So em ratos adultos

aos quais se administraram diariamente 1 mg FB1/kg

peso corporal/dia durante 5 semanas; mas verificou-se

um aumento com significado estatístico marginal em

ratos jovens aos quais administraram 16,8 mg FB1/kg

peso corporal/dia, 3 vezes por semana, durante 63

semanas (Tabela 1).

Relativamente à determinação da razão Sa/So em soro

humano, Castegnaro et al. (1998) não verificaram

diferença significativa entre os níveis de Sa/So observados

em dadores saudáveis da África do Sul e em

pacientes com EC. No entanto, factores diversos

influenciaram este estudo: o reduzido número de

pacientes com EC, sendo exclusivamente do género

masculino ao invés do grupo controlo, e desconhecimento

da duração da hospitalização antes da recolha

das amostras. Uma conclusão importante deste estudo

é a grande variação interindividual que se verifica na

razão Sa/So quando se compararam dadores saudáveis

da África do Sul (com origem asiática) e de França

(Tabela 2). Factores genéticos e ambientais podem

influenciar a razão Sa/So dum indivíduo.

Em 1999, Westhuizen et al. determinaram pela

primeira vez a razão Sa/So em plasma e em urina de

comunidades rurais consumidoras de milho da região

de Transkei e da província de Kwazulu-Natal, na

África do Sul, bem como do distrito de Bomet no

Quénia. Nestas regiões foi correlacionada a contaminação

do milho por FB com a elevada incidência de

cancro esofágico. Foram também determinados os

níveis de Sa e So e da razão Sa/So em plasma e urina

de indivíduos masculinos e femininos e também os

níveis de FB em amostras de milho colhidas, na

mesma altura, nestas regiões. Os resultados obtidos

encontram-se detalhados na Tabela 2. Neste estudo os

autores (Westhuizen et al., 1999) não se depararam

com o problema anteriormente descrito por Solfrizzo

et al. (1997) no que diz respeito à baixa concentração

de bases esfingóides em indivíduos do género

masculino, tendo concluído que não existe uma

diferença significativa entre indivíduos dos dois

géneros para este parâmetro. Os valores reportados

por Westhuizen et al. (1999) estão de acordo com os

reportados por Solfrizzo et al. (1997) e Castegnaro et

al. (1998).

Os estudos realizados em variadas espécies animais às

quais foram administradas FB permitiram estabelecer

a razão Sa/So como um possível biomarcador para a

exposição a estas micotoxinas. Contudo, nestes

estudos foram administradas doses elevadas de FB

com o objectivo de investigar as respostas patológicas

das espécies animais à exposição às toxinas

(Westhuizen et al., 1999). De acordo com os níveis de

contaminação do milho apresentados na Tabela 2,

a PDI em Transkei será mais elevada do que a encontrada

no Quénia, sendo esta comparável à de algumas

populações da Europa ocidental. Em Kwazulu-Natal

não se registou exposição. O valor médio da razão

Sa/So no plasma e urina de indivíduos de Transkei não

é significativamente diferente do observado nos grupos

controlo, sendo possível que esta razão não seja

suficientemente sensível para ser usado como biomarcador

na exposição às FB a estes níveis de PDI.

Assim, esta razão pode apenas ser aplicada como

biomarcador em estudos animais em que a exposição

é relativamente elevada, havendo uma possível

excepção caso uma dieta baseada em milho com bolor

constituísse a dieta básica dos habitantes da região de

Transkei. Outro problema na utilização deste

biomarcador encontra-se no facto de se verificar uma

variação considerável entre indivíduos e no mesmo

indivíduo ao longo do tempo (Westhuizen et al.,

1999).

Qui e Liu (2001) determinaram os níveis de Sa, So e

Sa/So em urina de indivíduos adultos residentes na

província chinesa de Henan e expostos a uma dieta

rica em milho, durante um mês. Os autores pretendiam

desenvolver um método de cromatografia líquida

suficientemente sensível para determinar a Sa livre

em urina masculina, em consequência dos baixos

níveis presentes, e monitorizar a razão Sa/So em

indivíduos expostos a FB1 presente em dietas ricas em

milho. Tal como Solfrizzo et al. (1997) e Castegnaro

et al. (1998), aqueles autores concluíram que a

concentração de Sa e de So na urina feminina é mais

elevada do que na masculina (Tabela 2), apesar do

método detectar as baixas concentrações presentes na

urina masculina, em consequência da utilização de

maiores volumes da matriz. Esta diferença entre os

dois géneros permanece por explicar, podendo

dever-se à contaminação de células de zonas envolventes

do aparelho urinário feminino. Também neste

estudo se verificou que a razão Sa/So representa um

melhor biomarcador do que as concentrações de

Sa e de So isoladas uma vez que aquele se mantém

constante.

Os níveis de FB1 no milho foram também avaliados

por Qiu e Liu (2001) (Tabela 2), que concluíram igualmente

não haver uma relação estatística significativa

entre o consumo de FB e a razão Sa/So na urina dos

indivíduos, quer masculinos, quer femininos. Estes

resultados são concordantes com os apresentados

pelos autores referidos anteriormente, podendo a

razão Sa/So ser útil como biomarcador apenas quando

as populações consomem dietas com altos teores de

contaminação com FB.
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Em 2001, Abnet et al. estudaram a relação entre os

níveis de esfingolípidos decorrentes da exposição às

FB e o risco de EC na China. As concentrações de Sa

e de So determinadas no soro sanguíneo revelaram

não existir uma associação significativa entre estes

compostos nem uma relação entre a razão Sa/So com

a incidência de EC (Tabela 2). Estes resultados estão

de acordo com os apresentados por Westhuizen et al.

(1999).

Em 2004, Solfrizzo et al. compararam os níveis de

esfingolípidos na urina de populações humanas com

elevado e reduzido consumo de milho, mais uma vez

para avaliar a eficiência da razão Sa/So como biomarcador

da exposição a FB. Assim, as concentrações de

Sa e de So foram quantificadas em urina de indivíduos

residentes em duas regiões, uma no Norte da

Argentina e outra no Sul do Brasil, nas quais o

consumo de milho é elevado e onde existe uma elevada

incidência de EC e também na zona central da

Argentina e no Sul da Itália onde o consumo de milho

é muito reduzido ou mesmo inexistente. Verificaram

que o valor médio de Sa/So obtido nos dois grupos em

que não se verificou consumo de milho eram similares,

e semelhante ao descrito por Solfrizzo et al.

(1997) e Qiu e Liu (2001); já nos grupos com elevado

consumo de milho a média do valor da razão de Sa/So

na urina foi significativamente mais elevada. Todavia,

apesar dos níveis de FB no milho no Sul do Brasil e

Norte da Argentina serem semelhantes, os valores

médios da razão Sa/So foram diferentes (Tabela 2).

Deste modo, os elevados valores de Sa/So encontrados

no Brasil não podem ser associados só com a elevada

exposição às FB. Nos estudos levados a cabo com

ratos (Solfrizzo et al., 1997) e em que se comprovou

que a razão Sa/So é um biomarcador útil, a PDI a que

os animais foram expostos era 100 a 200 vezes mais

elevada relativamente à PDI calculada para este estudo.

Estes dados são similares aos estudos anteriormente

descritos que defendem que a razão em questão é útil

apenas quando a exposição é muito elevada.

Com o objectivo de estudar o papel das FB ou de outras

micotoxinas na etologia da nefropatia endémica (EN)

– uma doença renal crónica presente em Brodska

Posavina, Croácia – Ribar et al. (2001) determinaram

a razão Sa/So em soro e em urina de indivíduos

saudáveis e de indivíduos com EN da região endémica.

Concluíram não existir diferenças estatisticamente

significativas entre o valor da razão Sa/So no soro de

indíviduos saudáveis e no de doentes da região

endémica. Já na urina foram registadas alterações no

valor da razão Sa/So em indivíduos do sexo masculino

(Tabela 2). Quer no soro quer na urina foram observadas

variações nos níveis isolados de Sa e de So. O

aumento dos níveis de Sa e de So e as alterações na

razão Sa/So comprovaram a relação da EN com a

alteração do metabolismo dos esfingolípidos. Assim

os autores, de acordo com os dados bibliográficos

existentes, presumiram que os sujeitos estudados

podem ter estado expostos às FB, apesar de não

possuírem informação sobre a contaminação alimentar

por estas micotoxinas.

Tecidos. Apesar de não ser tão vulgar a análise de

esfinganina e de esfingosina em tecidos como é em

urina, plasma e soro sanguíneo, alguns autores

avaliaram a resposta de culturas celulares sujeitas à

presença de FB.

Delongchamp e Young, em 2001, desenvolveram

modelos matemáticos que comprovam que os níveis

de Sa em tecidos alvo (fígado e rins) constituem

um biomarcador para a resposta à FB1. Através do

modelo empregue os autores verificaram que a

concentração de Sa no fígado de murganhos B6C3F1

e nos rins de ratos F344/N sujeitos a uma dieta experimental,

está relaccionada com a incidência tumoral e

a morte celular por apoptose. No entanto, os resultados

parecem não ser tão fiáveis quando o modelo é

aplicado a murganhos. Este facto pode dever-se ao

facto de a FB1 ser eliminada mais rapidamente (tempo

de semi-vida de eliminação mais elevado) em murganhos

do que em ratos, pelo que para os mesmos

nível e período de exposição o efeito será menor

naquela espécie. Apesar de inicialmente os autores

questionarem a utilidade dos níveis de esfinganina

como biomarcador, uma vez que sofrem grandes

variações, consideram o modelo apresentado suficientemente

consistente para permitir o seu uso como

biomarcador de exposição às FB.

Em 2004, Sharma et al. concluíram que a actividade

da esfingosina cinase confere resistência à apoptose

celular induzida pela FB1 em células renais embrionárias

de origem humana. Apesar da FB1 induzir

citotoxicidade inibindo a ceramida sintetase, verificou-

se que células renais embrionárias humanas são

resistentes à toxicidade produzida por 25 μM de FB1

durante 48 horas, não manifestaram aumento de

incidência de apoptose celular. O mesmo não se

verificou em células do epitélio renal de suínos. No

entanto, a manifestação do efeito tóxico da FB1 nas

células renais embrionárias humanas foi potenciado

pela presença de um inibidor da esfingosina cinase.

Para além do bloqueio da biossíntese de esfingolípidos

complexos, a FB1 modula também a expressão de

muitos factores de sinalização celulares (He et al.,

2005). Estes autores concluíram que a miriocina,

inibidor específico da serina palmitoil transferase

(SPT), previne a acumulação de bases esfingóides no

tecido hepático de ratos expostos à FB1, sem, contudo,

reduzir a hepatotoxicidade induzida pela toxina. Os

autores concluíram ainda que a combinação de miriocina

com FB1 preveniu a elevação de esfinganina livre

nos tecidos hepáticos e também a indução de genes

sinalizadores selectivos. No entanto, a referida combinação

não preveniu o aumento da concentração

plasmática de alanina aminotransferase e apenas

reduziu ligeiramente a concentração de aspartato
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aminotransferase. Também não se verificou qualquer

alteração no que diz respeito à apoptose e proliferação

celular induzidas pela FB1.

Conclusões

A quantificação de FB em fluidos biológicos e tecidos

pode ser usada como biomarcador de exposição

àqueles contaminantes, mas dada a sensibilidade da

metodologia de análise, apenas em casos em que se

verifique uma exposição elevada. Por outro lado, a sua

rápida eliminação bem como a baixa biodisponibilidade

destas micotoxinas tornam a sua quantificação

directa menos fiável para ser usada como biomarcador.

A razão Sa/So é um bom exemplo dum biomarcador

para a exposição mas também útil para a monitorização

dos efeitos biológicos das FB, uma vez que a ceramida

sintetase é uma enzima chave no metabolismo dos

esfingolípidos e estes desempenham papéis importantes

nas membranas celulares. No entanto, serão

ainda necessárias provas mais convincentes que

permitam usar esta razão como biomarcador seguro na

exposição humana às FB.
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Resumo: O aparecimento de leite que reage positivamente à

prova do álcool, sem ter elevada acidez nem ser originário de

vacas com mastite, é um problema prático que acomete com

freqüência rebanhos leiteiros e/ou indústrias lácteas. Neste

trabalho, é apresentada uma breve revisão sobre a ocorrência

de leite com proteína instável, abordando alguns aspectos

relacionados à estabilidade coloidal da caseína. A caseína é uma

fosfoproteína com atividade anfipática por possuir regiões

hidrofílicas e hidrofóbicas, sendo os filamentos hidrofílicos da

-caseína na superfície da micela os responsáveis por sua

estabilidade. Hidrólise enzimática da -caseína, temperatura,

pH, excesso de Ca2+ e adição de etanol estão entre os principais

fatores que levam à instabilidade das micelas. Leites com

proteína instável sem acidez adquirida apresentam diminuição

no teor de caseína e aumento na concentração de íões, particularmente

cálcio, e parecem estar correlacionados com épocas de

carência alimentar ou dietas deficitárias. Embora as causas

da ocorrência de leite com estas alterações ainda não sejam

completamente conhecidas, os estudos realizados são sugestivos

de que estejam relacionadas com o manejo nutricional

inadequado.

Summary: Milk positive in alcohol test, without high acidity

and not from mastitic cows is a practical problem that frequently

happens in dairy herds and industries. This work presents a

short review about the occurrence of milk with instable protein,

concerning some aspects related to colloidal stability of the

casein. Casein is a phosphoprotein with anphypatic activity

because it has hydrophilic and hydrophobic regions. The

hydrophilic filaments of -casein on micelle surface are responsible

for its stability. Enzymatic hydrolysis of -casein, temperature,

pH, excess of Ca2+, and ethanol addition are the main factors

that induce instability of the micelle. Milk with instable protein

without acquired acidity shows decreased casein content and

increased ions concentration, especially calcium, and seems to

be correlated with periods of food shortage or deficient diets.

Although the causes of the occurrence of milk with this

alteration are not completely known yet, the studies carried out

suggest it is related to unsuitable nutritional handling.

Introdução

Há várias décadas existem dados sobre alterações

nas características físico-químicas do leite por causas

não totalmente esclarecidas. O aparecimento de leite

que reage positivamente à prova do álcool ou à prova

do cozimento, sem estar ácido nem ser originário de

vacas com mastite, é um problema prático que

acomete com freqüência rebanhos leiteiros e/ou

indústrias lácteas (Ponce, 1999).

A estabilidade do leite ao etanol, definida como a

concentração mínima de etanol em solução aquosa

que promove a coagulação do leite (Horne e Parker,

1979), tem sido utilizada em alguns países como

método rápido e barato para determinar a acidez

adquirida do leite. O leite produzido nas propriedades

rurais deve apresentar resultado negativo na prova do

álcool, ou seja, não deve formar grumos quando

misturado a igual volume de solução de etanol em

concentrações pré-estabelecidas, geralmente 70 ou 72 %

(v/v), antes de ser coletado para o tanque isotérmico

do caminhão transportador (Brasil, 2002; Chavez et

al., 2004). O leite com resultado positivo no teste é

considerado com baixa resistência térmica, podendo

coagular nas placas do pasteurizador durante o tratamento.

Entretanto, a ocorrência de leite sem acidez

adquirida, com baixa contagem bacteriana, positivo na

prova do álcool tem levado à rejeição de leite com boa

qualidade (Timm et al., 2002; Donatele et al., 2003),

acarretando perdas econômicas ao produtor, que não

recebe pagamento pelo leite, e à indústria de laticínios,

que tem o fornecimento de leite diminuído.

Alterações na estabilidade do leite frente ao etanol

também têm sido relatadas em outros países (Donnelly

e Horne, 1986; Ponce, 1999; Barros et al., 2000;

Negri, 2002).

Neste trabalho, é apresentada uma breve revisão

sobre leite positivo no teste do álcool, sem acidez

adquirida e com baixa contagem de células somáticas,

com objetivo de caracterizar sua ocorrência, abordando

alguns aspectos relacionados com a estabilidade

coloidal da caseína, sem, no entanto, ter a pretensão de

esgotar o tema.
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Caseína

Leite é uma solução contendo sais, lactose e proteínas

dispersos em fase aquosa, glóbulos de gordura em

emulsão e partículas hidratadas de proteína em

suspensão coloidal (Walstra e Jenness, 1984).

As proteínas do leite são divididas em duas classes

principais. A primeira fração, que corresponde a

aproximadamente 80% da proteína total do leite

bovino, é formada pela caseína. A segunda fração

compreende as proteínas do soro lácteo (Cheftel et al.,

1989).

Caseína pode ser definida como uma proteína micelar

precipitada por acidificação do leite desnatado a pH

4,6 e a temperatura de 20 °C, sendo classificada como

fosfoproteína, devido à presença de fósforo (Sgarbieri,

1996). A caseína tem atividade anfipática por possuir

regiões hidrofóbicas e hidrofílicas (de Kruif e

Grinberg, 2002). A conformação das moléculas expõe

consideravelmente os resíduos hidrofóbicos, o que

resulta em forte associação entre as caseínas e as torna

insolúveis em água (Goff, 2006).

A caseína possui seqüências fosforiladas através das

quais pode interagir com fosfato de cálcio, o que a

torna capaz de seqüestrar fosfato de cálcio, formando

minúsculos agrupamentos de íons circundados por

uma camada de proteína (Little e Holt, 2004; Holt,

2004). Segundo Smyth et al. (2004), além da função

nutricional, a caseína é o meio pelo qual grande

quantidade de cálcio pode passar pelo epitélio

mamário sem provocar problemas de calcificação.

Esta função impõe limites à seqüência primária da

proteína, influenciando sua conformação em solução e

sua organização com o fosfato de cálcio.

O termo micela tem sido usado para designar a

mistura complexa de proteínas dispersas do leite na

forma de partículas coloidais aproximadamente esféricas.

Cerca de 80-90% de toda caseína está nessa forma

(Sgarbieri, 1996). Micelas de caseína são agregados

relativamente grandes desta proteína, possuindo

aproximadamente 7% de fosfato de cálcio e pequenas

quantidades de citrato (Horne, 2003; Smyth et al.,

2004). Uma micela típica tem raio de 100 nm e massa

de 109 Da, contendo aproximadamente 800 núcleos de

fosfato de cálcio por micela. Cada núcleo tem 61 kDa

de massa e 2,4 nm de raio (Holt et al., 2003). A

principal força de formação das micelas em solução

aquosa é o efeito hidrofóbico, assim, todos os fatores

que promovem interações hidrofóbicas, como aumento

da temperatura e adição de alguns sais, facilitam a

organização das caseínas em micelas (Mikheeva et al.,

2003).

A natureza e a estrutura das micelas de caseína têm

sido extensivamente estudadas, mas sua exata estrutura

ainda permanece em debate. A maioria dos modelos

propostos enquadra-se em uma de três categorias

gerais: (1) modelo núcleo-córtex, baseado originalmente

em estudos da solubilidade da caseína em

soluções com Ca2+, (2) modelo das submicelas,

baseado na influência do tratamento com uréia e

oxalato sobre a ruptura das micelas de caseína, e (3)

modelo de estrutura interna, baseado nas propriedades

de cada componente isoladamente, causando ou

direcionando a formação da estrutura interna das

micelas de caseína. Os vários modelos de estrutura das

micelas de caseína propostos nas últimas três décadas

podem ser verificados de forma detalhada na revisão

elaborada por Phadungath (2005).

O leite de vaca contém quatro tipos de caseína,

s1, s2, e -caseína, na proporção 4:1:4:1 (de Kruif

e Grinberg, 2002), as quais são constituídas por 199,

207, 209 e 169 resíduos de aminoácidos, com pesos

moleculares de 23, 25, 24 e 19 kDa, respectivamente

(Goff, 2006).

A cadeia polipeptídica da caseína s1 está formada

por duas regiões hidrofóbicas separadas por uma zona

polar. Todos os grupos fosfatos, menos um, estão no

segmento polar 45-89 e 17 resíduos de prolina se

distribuem nos segmentos hidrofóbicos. Portanto, esta

proteína pode ser considerada como uma cadeia

polipeptídica frouxa e flexível. A caseína s1 precipita

com níveis de cálcio muito baixos.

A caseína s2 possui uma estrutura bipolar com

cargas negativas concentradas perto da extremidade

N-terminal e positivas na porção C-terminal. É mais

sensível à precipitação pelo Ca2+ que a caseína s1

(Walstra e Jenness, 1984).

A -caseína é uma fosfoproteína sensível ao Ca2+,

possuindo cinco serinas fosforiladas e 35 resíduos de

prolina (Mikheeva et al., 2003). É uma proteína

anfipática com uma região hidrofílica na porção

N-terminal e uma região C-terminal hidrofóbica com

carga quase zero. Nos sítios de ligação com o cálcio,

os resíduos de serina-fosfato têm carga -2 na ausência

de cálcio (Follows et al., 2004). Uma característica da

-caseína é sua dependência da temperatura, formando

grandes polímeros a 20 ºC, mas não a 4 ºC (Walstra e

Jenness, 1984; Goff, 2006). A adsorção de -caseína

aos núcleos de fosfato de cálcio limita o crescimento

desses (Follows et al., 2004). Segundo Horne (2003),

a -caseína ligada ao núcleo de fosfato de cálcio atua

como uma ponte de ligação a outras caseínas. Por ser

mais fosforilada que a -caseína, a -caseína é mais

sensível a altas concentrações de sais de cálcio,

embora seja menos sensível a precipitação com cálcio

do que as caseínas (Walstra, 1999).

Diferentemente das outras caseínas, a -caseína é

uma glicoproteína e possui apenas um grupo fosfoserina,

sendo, portanto, estável na presença de íons de

cálcio e assumindo importante papel na estabilidade

da micela de caseína (Dalgleish, 1998; Walstra, 1999).

O fosfato de cálcio atua como um agente cementante,

mas se não houver -caseína, a agregação continuará

até à formação de um gel ou de um precipitado
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(Walstra, 1990). A -caseína se localiza na superfície

da micela, com a zona hidrofóbica da molécula ligada

à micela, enquanto a porção hidrofílica forma uma

capa de filamentos altamente hidratados que se projetam

na fase aquosa. Os filamentos de -caseína são os

responsáveis pela estabilidade estérica das micelas de

caseína (Varnam e Sutherland, 1995). Em estudo

recente, Bansai et al. (2006) demonstraram que o

peptídeo N-terminal da -caseína apresenta uma

irregular estrutura helicoidal que pode contribuir para

a estabilidade da caseína.

Estabilidade das micelas de caseína

A estabilidade da micela de caseína depende da

presença da -caseína na sua superfície, a qual se

constitui na fração hidrofílica da caseína, que reage

com a água e impede a agregação das micelas

(Creamer et al., 1998). Segundo Tuinier e de Kruif

(2002), a estabilidade estérica gerada pela relativamente

esparsa camada externa de -caseína em forma

de escova é o fator estabilizante mais importante.

Hidrólise enzimática da -caseína, temperatura, pH,

excesso de Ca2+ e adição de etanol estão entre os

principais fatores que afetam a estabilidade coloidal

das micelas de caseína (O’Connell et al., 2006).

Hidrólise enzimática

A hidrólise enzimática da -caseína reduz a estabilização

estérica das micelas, bem como a repulsão

eletrostática intermicelar, resultando na coagulação do

leite (Fox et al., 1996).

Em um primeiro estágio, a quimosina cliva a ligação

entre os aminoácidos 105 (fenilalanina) e 106

(metionina) da cadeia peptídica da -caseína, eliminando

sua capacidade estabilizante e gerando como

produtos uma porção hidrofóbica, para--caseína, e

uma hidrofílica chamada glicomacropeptídeo, ou mais

apropriadamente, caseínomacropeptídeo. No segundo

estágio, as micelas se agregam devido à perda da

repulsão estérica da -caseína (Goff, 2006).

Leites mastíticos apresentam grande quantidade de

células somáticas. Os lisossomos dessas células

contêm enzimas proteolíticas, dentre as quais a

catepsina D, que pode produzir para--caseína e

caseínomacropeptídeo a partir de -caseína e, em altas

concentrações, pode coagular o leite (Larsen

et al., 1996; Hurley et al., 2000).

Microrganismos psicrotróficos, ao se multiplicarem

no leite armazenado em baixas temperaturas,

produzem enzimas proteolíticas termoestáveis, a

maioria das quais tem ação sobre a -caseína, resultando

na desestabilização das micelas e coagulação do

leite (Fairbairn e Law, 1986).

Temperatura

A 4-5 ºC a interação hidrofóbica fica fraca e parte

das caseínas, em especial, a -caseína inicia a dissociação

das micelas. A hidratação aumenta, já que

as cadeias de -caseína projetam-se da superfície

micelar e uma pequena parte do fosfato de cálcio se

dissolve. Estas trocas são responsáveis pela ligeira

desintegração das micelas. A 0 ºC a agregação micelar

é difícil de acontecer (Walstra, 1990). Em altas

temperaturas a quantidade de fosfato de cálcio associado

às micelas aumenta e ocorre dissociação da

-caseína, diminuindo a estabilidade (O’Connell et

al., 2006).

Micelas de caseína de maior tamanho são menos

resistentes ao aquecimento do que micelas de menor

diâmetro, devido ao menor conteúdo de -caseína, o

que as torna mais susceptíveis ao Ca2+. O maior grau

de glicosilação da -caseína nas micelas de maior

tamanho em relação às micelas menores também

favorece a formação do complexo -caseína –

-caseína (O’Connell e Fox, 2000).

PH

A acidificação reduz a carga e a hidratação das

proteínas (O’Connell et al., 2006). As ligações que

mantêm as micelas de caseína juntas são mais fracas e

escassas a pH 5,2 ou 5,3. A pH inferior, com o aumento

da atração electrostática entre as moléculas de

caseína, as micelas mantêm-se mais fortemente

juntas; a pH superior uma quantidade crescente de

fosfato de cálcio coloidal faz o mesmo (Walstra,

1990).

Leite mastítico e do final da lactação têm três vezes

mais probabilidade de ser instáveis do que leites de

vacas no início ou meio da lactação. O fator responsável

por este efeito é o aumento no pH do leite,

devido à maior permeabilidade do epitélio mamário

a pequenas partículas e íons (Holt, 2004).

Adição de etanol

A adição de etanol a uma solução aquosa diminui

a constante dielétrica do solvente, favorecendo as

interações eletrostáticas (Mikheeva et al., 2003).

A adição de etanol ao leite induz várias alterações

nas micelas de caseína: (1) colapso da região C-terminal

proeminente da -caseína, levando à redução da

repulsão estérica intermicelar e do potencial hidrodinâmico

das micelas; (2) o pKa dos resíduos de

glutamato e aspartato é aumentado, enquanto os

resíduos alcalinos lisina, arginina e histidina não são

afetados, o que leva à diminuição da carga negativa na

superfície das micelas; (3) redução na solubilidade do

cálcio e do fosfato associado às micelas de caseína. O
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colapso da camada de -caseína, a redução na carga

micelar e a precipitação do fosfato de cálcio colaboram

para a redução da estabilidade micelar da

-caseína (O’Connell et al., 2006).

Robitaille et al. (2001) demonstraram que um

polimorfismo na expressão do gene da -caseína afeta

a estabilidade do leite ao etanol. Leite obtido de vacas

que apresentam predominância na expressão do alelo

B do gene da -caseína em relação ao alelo A

precipitou frente a concentrações de etanol significativamente

maiores que as requeridas para precipitar

leite de vacas com expressão similar para os alelos

A e B.

Excesso de Ca2+

O aumento da força iônica ou a forte ligação de íons

específicos a grupos carregados da proteína pode

diminuir a repulsão eletrostática e favorecer a

auto-associação das proteínas (Mikheeva et al., 2003).

O excesso de Ca2+ é comparável ao salting out, ou seja,

quando ocorre excesso de sais diminui a solubilidade

das proteínas em água. O excesso de sais domina as

cargas do solvente (água), diminuindo, conseqüentemente,

o número de cargas disponíveis para se ligarem

ao soluto (proteína). Desta forma, aumenta a interação

soluto/soluto, ocorrendo a precipitação das proteínas

(Riegel, 2001).

De acordo com Varnam e Sutherland (1995), a

concentração de citrato afeta o conteúdo de cálcio

solúvel e a estabilidade do leite. O citrato seqüestra o

cálcio iônico, reduzindo o cálcio disponível para

unir-se com a caseína e estabilizando as micelas,

evitando sua agregação.

Leite com instabilidade das micelas

de caseína

Em trabalho sobre coagulação do leite fresco frente

ao álcool, Mitamura (1937) menciona variações na

estabilidade do leite que ocorreram em Utrecht, na

Holanda, em 1930. De acordo com Davies e White

(1958), nos casos de Utrecht, a instabilidade da

proteína ao calor e ao etanol estava relacionada com a

concentração de íons de cálcio no leite. A adição de

substâncias alcalinas ou ânions que combinam com o

cálcio, como citrato de sódio, reduz a concentração de

íons de cálcio, aumentando a estabilidade do leite ao

etanol.

Na Itália, Pecorari et al. (1984) estudando leite com

tempo de coagulação anormal, encontraram valores

baixos para os teores de caseína, lactose e minerais

(cálcio e fósforo) e alterações nas propriedades

físico-químicas, como baixa acidez titulável, alto pH e

resultado positivo na prova do álcool.

Em Cuba, Ponce (1999) relatou que desde 1976

ocorria, em uma região deste país, produção de leite

com reação alcalina e resultado positivo à prova do

álcool, sem que este leite fosse proveniente de vacas

com mastite ou com lactação prolongada. A única

condição associada a estas alterações foi a alimentação

de animais da raça Holandês de alto potencial

genético baseada na utilização de cana-de-açúcar

como forragem durante a época de seca. O autor

propôs a denominação Síndrome do Leite Anormal

(SILA) para este tipo de anormalidade do leite.

A SILA, de acordo com Ponce e Hernández (2001),

refere-se a um conjunto de alterações nas

propriedades físico-químicas do leite, caracterizadas

por diminuição dos sólidos totais, da estabilidade

térmica e da capacidade tamponante, que causam

transtornos nos processos de elaboração de derivados

lácteos, no seu rendimento e/ou na sua qualidade

final. É um fenômeno ainda não bem identificado em

todos os casos, de causa multifatorial associada a

transtornos fisiológicos metabólicos e/ou nutricionais

com implicações nos mecanismos de síntese e

secreção lácteas. Os desequilíbrios em energia e

proteína associados às características da ração, com

implicações no ambiente ruminal e comprometimento

do metabolismo geral (acidose), são os fatores de

maior consideração nos casos que ocorreram em

Cuba. Essa síndrome teve maior ocorrência em bovinos

com alto potencial genético e em épocas de estresse

nutricional e/ou calórico.

Barros et al. (1999), no Uruguai, notaram influência

da época do ano sobre a ocorrência de leite com

resultado positivo na prova do álcool, observando uma

freqüência aparentemente maior no Outono e na

mudança de estação de Inverno para Primavera,

estando associada com períodos de seca.

No período de seca do ano de 1993, em Havana, foi

realizado um estudo em 227 propriedades leiteiras

com 15.000 vacas em ordenha. Das amostras

analisadas, 79% apresentaram resultado positivo no

teste do álcool, com acidez menor que 13 ºD (graus

Dornic), indicando que nem sempre o resultado positivo

no álcool está relacionado com acidez elevada.

Nesse estudo, foi acompanhado o processo de ordenha

para excluir adulteração por aguagem, bem como foi

conferida a ocorrência de mastite, excluindo amostras

positivas ao California Mastitis Test (CMT) com duas

ou mais cruzes (Ponce e Hernández, 2001).

Na região Sul do Rio Grande do Sul, Brasil, Oliveira

et al. (2002), estudando a ocorrência de leite instável,

analisaram 141 amostras de leite com acidez titulável

inferior ou igual a 20 ºD e contagem de células

somáticas (CCS) abaixo de 1,28 x 106 mL-1, e encontraram

52 (36,88%) com reação positiva no teste do

álcool.

Timm et al. (2002), no período compreendido entre

Maio e Julho de 2002, estudando leite com instabilidade

protéica, encontraram em 274 amostras de leite

produzido em propriedades rurais do extremo sul do
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Brasil, 126 (45,99%) com reação positiva na prova do

álcool e 148 (54,01%) com reação negativa. Das

amostras positivas, 22 (17,46%) estavam com acidez

acima de 20 ºD, sendo consideradas com caseína

instável devido à acidificação pela multiplicação

bacteriana. Cento e quatro (82,54%) amostras

positivas na prova do álcool apresentaram acidez até

20 ºD, indicando que a perda da estabilidade protéica

foi causada por outros fatores que não a acidez.

Donatele et al. (2003), analisando a relação do teste

de alizarol a 72%, acidez e CCS, em leite de 847

quartos de 37 animais de uma propriedade no Rio de

Janeiro, Brasil, verificaram que 287 se mostraram

instáveis ao alizarol. Entre estas, 257 apresentaram pH

entre 6,4 e 6,8 e 30 acima de 6,8; 77 demonstraram

acidez titulável inferior a 15 ºD, 171 entre 15 e 18 ºD

e 39 entre 18,1 e 20 ºD. Os autores observaram que

amostras de leite positivas no teste do alizarol não

apresentavam acidez adquirida (acima de 20 ºD) e

possuíam resistência térmica.

No Uruguai, Barros et al. (2000), estudando

variações na composição do leite individual em

função da positividade à prova do álcool, encontraram

146 amostras de leite negativas na prova do álcool e 70

positivas. Segundo esses autores, a estabilidade do

leite ao teste do álcool depende da composição das

pastagens, da composição química do leite, das

propriedades das micelas de caseína e dos componentes

do soro lácteo. A reação positiva de leite com

pH normal (6,6 a 6,8) ao teste do álcool pode estar

relacionada com variações metabólicas ou nutricionais

e com o período de lactação das vacas.

Zadow (1993) menciona que desde os primeiros

estudos sobre estabilidade do leite ao etanol, se

determinou que os cátions bivalentes e a concentração

de etanol têm um importante efeito na prova, estabelecendo

que a concentração de etanol requerida para

coagular a caseína em um volume igual de leite está

inversamente relacionada com a concentração de íons

de cálcio. De acordo com Holt (1991), uma concentração

elevada de Ca2+ tende a unir as caseínas favorecendo

a coagulação. Barros et al. (1998) estudando a

relação entre cálcio iônico e teste do álcool no leite,

observaram diferenças significativas entre os teores de

Ca2+ de leites positivo e negativo no teste do álcool,

sendo os valores médios de 0,110 ± 0,014 e 0,083 ±

0,017 g/L, respectivamente.

Barros (2001) associou a ocorrência de leite

instável com dietas ricas em cálcio, com deficiências

ou desbalanços minerais (Ca, P, Mg) e com mudanças

bruscas na dieta.

Chavez et al. (2004) estudaram a composição de

leite com estabilidade alterada e observaram que baixa

concentração de caseína foi um dos fatores que

caracterizou as amostras de leite instável, embora a

concentração total de proteína tenha sido similar entre

os grupos com amostras de leite instável e de leite

estável. Importantes diferenças entre grupos também

foram observadas quanto aos elementos minerais,

dentre os quais Cl, Na e K, que apresentaram valores

mais elevados no grupo de amostras de leite instável

do que no grupo de leite estável. Os resultados obtidos

neste trabalho corroboram a tese de que a força

dielétrica do meio tem importante papel na precipitação

induzida pelo etanol. O aumento da força iônica,

resultante da elevação dos níveis de Cl, Na e K, reduz

a constante dielétrica do meio enfraquecendo a

barreira energética que evita a coagulação. Os autores

também observaram valores mais elevados para Ca2+

no grupo de amostras de leite instável, embora com

menor nível de significância.

Conclusão

A produção de leite com caseína instável por

animais sadios é um problema que tem acometido

bacias leiteiras em diversas regiões. Leites com estas

alterações apresentam diminuição no teor de caseína e

aumento na concentração de íons, particularmente

cálcio, e parecem estar correlacionados com épocas de

carência alimentar ou dietas deficitárias. Embora as

causas da ocorrência de leite com proteína instável

sem acidez adquirida ainda não sejam completamente

conhecidas, os estudos realizados são sugestivos

de que estejam relacionadas a manejo nutricional

inadequado.
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Resumo: As clostridioses dos pequenos ruminantes são

causadas por microrganismos patogênicos do gênero

Clostridium. Estes agentes são encontrados no solo e trato

digestivo dos animais e do homem. Os clostrídios são bactérias

anaeróbias que penetram no corpo do animal na forma de

esporos, através de alimentos contaminados ou feridas. As toxinas

são produzidas no organismo do animal ou são ingeridas

pré-formadas. As infecções e intoxicações causadas por esses

agentes são responsáveis por grandes perdas econômicas nos

sistemas de produção de pequenos ruminantes. O diagnóstico

das clostridioses depende da detecção das toxinas ou detecção

in situ do agente bacteriano, no caso das mionecroses e hepatite

necrótica. O controle e a profilaxia das clostridioses estão

associados a medidas corretas de manejo e, principalmente, ao

emprego de vacinas, que são, na maioria das vezes, toxóides

e/ou bacterinas, em combinação de dois ou mais agentes. A

utilização sistemática de imunógenos tem reduzido em grande

parte a mortalidade e as perdas econômicas advindas dos

quadros clínicos causados pela multiplicação ou pela ação das

toxinas produzidas por microrganismos do gênero Clostridium.

Palavras-chave: Clostridioses, pequenos ruminantes, diagnóstico,

controle

Summary: Pathogenic microorganisms of the genus

Clostridium cause Clostridiosis in small ruminants. These

agents are found in the soil and digestive tract of animals,

including human beings. The clostridia are anaerobic microorganisms

that penetrate in the body of the animals in the form of

spores through contaminated food and/or wounds. Toxins are

produced inside the organism of the animals or are ingested

when preformed. The infections and intoxications caused by

these agents are responsible for great economical losses in

production systems of small ruminants. The diagnosis of the

clostridiosis mediated by toxins depends on the detection of the

involved toxin(s) and not on the detection and isolation of the

bacterial agent only. The control and prophylaxis of clostridiosis

are associated with correct measures of management and vaccination.

The vaccines are, most of the time, a combination of two

or more antigens (toxoids and/or bacterins). The systematic

use of immunogens has largely reduced the mortality and the

economic losses due to clostridial diseases.

Keywords: Clostridiosis, small ruminants, diagnosis, control

Introdução

O grupo de infecções e intoxicações causadas por

bactérias anaeróbias do gênero Clostridium são

chamadas clostridioses. Estes microrganismos são

bacilos, Gram positivos e têm a habilidade de passar

por uma forma de resistência chamada esporo e

podem se manter potencialmente infectantes no solo

por longos períodos, representando um risco significativo

para a população animal e humana (Titball et

al., 2006).

Muitos processos infecciosos que afetam as explorações

ovinas e caprinas são determinados pelos

clostrídios. Existem cerca de 100 espécies distribuídas

em áreas geográficas distintas, sendo a maioria constituinte

da microbiota intestinal, porém apenas algumas

delas são capazes de causarem enfermidades nestes

animais, ocasionando grandes prejuízos econômicos

para os produtores (Lobato e Assis, 2000).

As infecções e intoxicações causadas pelas bactérias

do gênero Clostridium nos pequenos ruminantes,

podem ser classificados em grupos distintos:

a) Mionecroses: representadas pelo carbúnculo

sintomático e gangrena gasosa ou edema maligno. São

afecções em que os agentes Clostridium chauvoei,

Clostridium septicum, Clostridium novyi tipo A,

Clostridium perfringens tipo A e Clostridium sordellii

multiplicam-se na musculatura e tecido subcutâneo,

resultando em um quadro de toxemia (Sterne e Batty,

1975).

b) Enterotoxemias: afecções causadas pelos agentes

Clostridium perfringens tipos A, B, C, D, e provavelmente

o tipo E (Songer, 1996), e ocasionalmente

Clostridium sordellii e Clostridium septicum. Esses

microrganismos multiplicam no trato intestinal dos

animais e produzem exotoxinas responsáveis pelo

quadro nosológico.

c) Doenças hepáticas: hepatite necrótica e hemoglobinúria

bacilar são causadas pelo Clostridium novyi

tipo B e Clostridium haemolyticum, respectivamente.
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d) Doenças neurotrópicas: são afecções em que o

sistema nervoso é primariamente acometido. Os

agentes envolvidos nesse grupo são Clostridium botulinum

e Clostridium tetani.

Toxinas clostridiais

Clostridium chauvoei e Clostridium septicum

Estes microrganismos produzem quatro toxinas

principais: alfa (hemolítica, necrotizante e letal), beta

(DNase), gama (hialuronidase) e delta (hemolisina). A

toxina alfa é a principal proteína envolvida nos

quadros patológicos das mionecroses devido às suas

atividades biológicas. Seu mecanismo de ação é

baseado principalmente na formação de poros e lise

osmótica, exibindo uma liberação pré-lítica de íons

potássio (Ballard et al., 1992; Gordon et al., 1997;

Tweten, 2001). A toxina alfa produzida pelo C. chauvoei,

de origem cromossomal, tem peso molecular de

53,5 kDa e a toxina alfa secretada pelo C. septicum, de

origem plasmidial e cromossomal, tem peso molecular

de 49 kDa (Hatheway, 1990; Tweten, 2001). Moussa

(1958) demonstrou que anticorpos contra toxina alfa

de C. chauvoei não neutralizam toxina alfa de C. septicum,

demonstrando não ocorrer proteção cruzada

entre as espécies.

Clostridium perfringens

São classificados de A a E (Tabela 1), de acordo

com a produção de quatro toxinas principais: alfa,

beta, épsilon e iota. Duas novas toxinas foram

descobertas, beta-2 e enterotoxina, estando relacionadas

com alguns tipos de C. perfringens.

Tabela 1 - Classificação dos diferentes tipos de Clostridium

perfringens.

Tipo Alfa Beta Beta-2 Épsilon Iota Enterotoxina

A + + +

B + + + +

C + + + +

D + + +

E + + +

Fonte: Petit el at. (1999).

Toxina alfa. Codificada pelo gene plc, de origem cromossomal,

com peso molecular de 43 kDa e ponto

isoelétrico no pH de 5,4. É uma fosfolipase C que

hidrolisa a fosfatidilcolina e, em menor proporção, a

esfingomielina, na dependência de íons cálcio. A

ação da toxina alfa caracteriza-se por hemólise

intravascular, danos capilares, processos inflamatórios,

agregação plaquetária e alterações do metabolismo,

culminando com a morte celular (Songer, 1996; Petit

et al., 1999; Titbal et al., 2006).

Toxina beta. Codificada pelo gene cpb, de origem

plasmidial, com peso molecular de 40 kDa e ponto

isoelétrico no pH de 5,6 (Hatheway, 1990). Sua ação

caracteriza-se pelo efeito citotóxico através da formação

de poros, atuando nos canais seletivos de sódio

e potássio, causando despolarização das membranas

celulares excitáveis e alterações na permeabilidade

vascular do sistema nervoso (Shatursky et al., 2000;

Tweten, 2001).

Toxina beta-2. Codificada pelo gene cpb-2, de origem

plasmidial, com peso molecular de 28 kDa (Bueschel

et al., 2003). Investigações epidemiológicas demonstraram

a maior ocorrência do gene cpb-2 entre os

animais doentes, sugerindo que a toxina codificada

por este gene tem função relevante no processo

patogênico, como possível fator de virulência (Gibert

et al., 1997; Klaasen et al., 1999; Gkiourtzidis et al.,

2001). Seu mecanismo de ação não está completamente

esclarecido, mas envolve a lise celular através

da formação de poros na membrana (Petit et al., 1999).

Toxina épsilon. Codificada pelo gene etx, de origem

plasmidial, é secretada na forma de protoxina, com

peso molecular de 32,7 kDa e, pela ação de enzimas

proteolíticas é convertida na forma ativa, com peso

molecular de 31,2 kDa (Hatheway, 1990; Petit et al.,

1999). Seu mecanismo de ação envolve a ligação

específica a receptores na superfície das células

endoteliais promovendo a desestabilização da membrana

com alteração da permeabilidade vascular com

resultante escape de líquidos e destruição celular

(Songer, 1996).

Toxina iota. Formada por duas subunidades protéicas

imunologicamente distintas denominadas iota A,

codificada pelo gene iap, de origem plasmidial, com

peso molecular de 47,5 kDa e ponto isoelétrico no pH

de 5,2; e iota B, codificada pelo gene ibp, de origem

plasmidial, com peso molecular de 105 kDa e ponto

isoelétrico no pH de 4,2. A toxina iota é produzida na

forma de protoxina, sendo ativada na presença de

enzimas proteolíticas. Seu mecanismo de ação

envolve desorganização do citoesqueleto das células

com consequente morte celular (Marvaud et al.,

2002).

Enterotoxina. Codificada pelo gene cpe, de origem

cromossomal e/ou plasmidial, com peso molecular de

35 kDa e ponto isoelétrico no pH de 4,3. Seu mecanismo

de ação envolve a ligação com receptores

específicos na superfície das células epiteliais do

intestino dos animais, levando a formação de poros e

desequilíbrio osmótico da célula com consequente lise

celular (Li e McClane, 2006).

Toxina secundárias. São representadas, principalmente,

pelas toxinas: theta, codificada pelo gene

PfoA, de origem cromossomal, com peso molecular de

51 kDa e mecanismo de ação envolvendo atividades
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hemolíticas e necrosantes; delta, com peso molecular

de 42 kDa e mecanismo de ação envolvendo atividade

hemolítica; kappa, codificada pelo gene colA, de

origem cromossomal, com peso molecular de 80 kDa

e mecanismo de ação envolvendo hidrólise de

colágeno e necrose celular; lambda, codificada pelo

gene lam, de origem plasmidial, com peso molecular

não determinado e mecanismo de ação envolvendo

atividades proteolíticas; neuramidase, codificada pelo

gene nanH, de origem cromossomal, com peso molecular

de 64 kDa e mecanismo de ação envolvendo

aglutinação de eritrócitos, resultando num aumento da

viscosidade sanguínea e formação de trombos

(Hatheway, 1990; Petit et al., 1999).

Clostridium novyi

Produz cinco toxinas principais: alfa, com peso

molecular de 260-280 kDa e ação citotóxica; beta,

com peso molecular de 32 kDa e caracterizada como

fosfolipase C de ação hemolítica; gama e delta, com

pesos moleculares ainda não determinados e ação

semelhante a toxina beta; e épsilon, com peso molecular

ainda não determinado e ação de lipase (Schirmer

e Aktories, 2004).

Clostridium sordellii

Entre as toxinas produzidas por essa bactéria temos

a lectininase, hemolisina lábil ao oxigênio, e uma fibrinolisina,

as quais são capazes de causar choque com

posterior hipotensão, aumento do hematócrito com

marcada neutrofilia, generalizado edema pulmonar,

acúmulo de fluídos no peritônio e outras cavidades

corporais (Geny et al., 2007).

Clostridium botulinum

As neurotoxinas são as principais toxinas responsáveis

pelo quadro patológico do botulismo. Existem

sete sorotipos de neurotoxina botulínica, que permitem

a classificação de C. botulinum em sete tipos, divididos

de A a G. As neurotoxinas são codificadas pelo

gene BoNT. A origem desse gene varia entre os

diferentes tipos de C. botulinum. Os tipos C e D tem

origem em bacteriófagos, os tipos A, B, E e F origem

cromossomal e o tipo G origem plasmidial

(Brüggemann, 2005).

As neurotoxinas assemelham não somente no

mecanismo de ação, mas também na sua organização

estrutural, produzindo uma cadeia polipeptídica inactiva

com 150 kDa e após a lise bacteriana, as BONTs

são liberadas e clivadas por proteases exógenas e

endógenas e uma neurotoxina activa bivalente é gerada

com uma cadeia pesada (H, 100 kDa) e uma cadeia

leve (L, 50 kDa) interligadas por uma ponte dissulfídrica.

A importância dessa ligação está diretamente

relacionada à sua neurotoxicidade quando a toxina é

apresentada no espaço extracelular (Brunger et al.,

2007).

Outra importante toxina produzida pelo C. botulinum

tipo C é a toxina C2, que não é considerada uma

neurotoxina verdadeira. É uma toxina binária, formada

pelo componente I (C2I) com peso molecular de

50 kDa e o componente II (C2II) com peso molecular

de 105 kDa. Seu mecanismo de ação envolve alteração

da permeabilidade vascular e atividade letal (Kaiser et

al., 2006).

Clostridium tetani

Tetanospasmina. Codificada pelo gene TeTx, de

origem plasmidial, com peso molecular de 150 kDa é

uma neurotoxina e age inibindo a liberação de neurotransmissores

inibitórios, como o ácido gama globulínico

(GABA) e a glicina, levando a um quadro de

paralisia espástica (Brüggemann, 2005).

Tetanolisina. É uma hemolisina, com peso molecular

de 48 kDa e que tem seu mecanismo de ação baseado

na lise celular através da formação de poros por

hidrólise de fosfolipídeos de membrana (Cornille e

Roques, 1999).

Mionecroses

Carbúnculo sintomático ("manqueira" ou "mal

de ano")

O carbúnculo sintomático ocorre em várias espécies

animais, sendo bovinos e ovinos os mais acometidos.

Nos bovinos a infecção é "endógena" causada pelo

Clostridium chauvoei (Sterne e Batty, 1975; Gyles,

1993), em ovinos é principalmente de origem "exógena"

causada pelo mesmo agente, e desenvolve-se rapidamente

após contaminações de feridas provenientes de

tosquias, partos distócicos, castrações, vacinações e

outras intervenções realizadas em condições não

assépticas (Roberts e McEwen, 1931; Buxton e

Donachie, 1991, Assis et al., 2004). Entretanto,

carbúnculo sintomático em ovinos sem qualquer

evidência de feridas tem sido relatado, envolvendo a

musculatura esquelética (Marsh et al., 1928; Stiles,

1943) e o miocárdio (Glastonbury et al., 1988).

Clinicamente o animal apresenta temperatura elevada,

anorexia e depressão. O local afetado torna-se edematoso

e à palpação observa-se crepitação decorrente

das bolhas de gás produzidas pela multiplicação da

bactéria e quando um membro é atingido, o animal

apresenta claudicação. A evolução da doença para

morte ocorre geralmente em até 48 horas. A necrópsia

observa-se edema, hemorragia e necrose miofibrilar,

exalando acentuado odor rançoso ou butírico. A

histopatologia do músculo, principal espécime clínico

utilizado para o diagnóstico definitivo das mionecroses,

observam-se zonas de necrose de coagulação rodeadas

por células inflamatórias, bem como a presença de

bacilos (Hulland, 1993).
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Gangrena gasosa (edema maligno)

A gangrena gasosa ou edema maligno é considerado

uma infecção "exógena", produzida por um ou

mais dos seguintes agentes: C. septicum, C. chauvoei,

C. novyi tipo A, C. perfringens tipo A e C. sordellii

(Assis et al., 2002). Estes microrganismos penetram

em feridas cirúrgicas ou acidentais, decorrentes de

castração, tosquia, parto, punção venosa, vacinação,

ou do cordão umbilical (Morris et al., 2002; Radostits

et al., 2002). Estes fatores propiciam uma diminuição

do oxigênio molecular, levando a um baixo potencial

de óxido-redução nos tecidos, favorecendo a germinação

dos esporos dos clostrídios ali localizados, com

a consequente produção de toxinas principalmente a

toxina alfa que causa efeito letal e citolítico (Lobato e

Almeida, 1997). Acomete várias espécies animais,

sendo mais freqüente em bovinos e ovinos. Surtos da

doença, envolvendo pequenos ruminantes, têm sido

relatados com elevada mortalidade (Richards e Hunt,

1982; Lima et al., 2006; Costa et al., 2007).

A sintomatologia inclui febre, anorexia, taquicardia

e depressão, ocorrendo também toxemia que faz com

que o quadro evolua para a morte em poucas horas ou

geralmente em um a três dias (Smith, 1984). As lesões

macroscópicas e microscópicas são semelhantes às do

carbúnculo sintomático, com ocorrência de edema

crepitante nos músculos e tecidos subcutâneos, que

inicialmente são quentes e doloridos. Com a evolução

da doença, tornam-se frios e indolores, sendo comum

a ocorrência de hemorragias e necrose. Em geral na

gangrena gasosa ocorre com maior frequência uma

celulite (afeta principalmente o tecido subcutâneo)

que uma miosite (Buxton e Donachie, 1991).

Uma condição peculiar dos ovinos é a afecção

denominada "big head" ou "cabeça inchada", sendo

relatada em carneiros que têm o tecido subcutâneo da

região da cabeça, pescoço, e áreas circunvizinhas,

traumatizados por "lutas". As feridas funcionam como

porta de entrada para esporos do microrganismo

(Sterne e Batty, 1975).

Enterotoxemias

Enterotoxemia é o termo usado para descrever

doenças causadas por toxinas produzidas no trato

gastrintestinal, principalmente pelo C. perfringens e

com menor frequência por C. septicum (Braxy)

(Songer, 1996), e C. sordellii (Al-Mashat e Taylor,

1983a, b). Os diferentes tipos de C. perfringens são

classificados como A, B, C, D e E em relação à

produção de quatro diferentes exotoxinas alfa, beta,

épsilon e iota (Niilo, 1980). Entretanto, o agente

produz várias outras exotoxinas chamadas de

secundárias (McDonel, 1986). Em ovinos é mais

comumente descrita a enterotoxemia pelos tipos B, C

e D, embora alguns autores descrevam a enterotoxemia

nessa espécie pelo Clostridium perfringens tipo A,

enfermidade denominada de "yellow lamb disease" ou

"doença do cordeiro amarelo" (Songer, 1996; Uzal,

2001).

Clostridium septicum

Uma condição particular de ovinos, determinada

por C. septicum, é a enfermidade denominada

"Braxy", caracterizada por injúrias na parede do

abomaso em decorrência da ingestão de pastagens

congeladas que favorecem a infecção pelo microrganismo

e o desencadeamento do processo, produzindo

lesões locais no abomaso, intestino delgado e toxemia

(Songer, 1996). A enfermidade está restrita a determinadas

regiões geográficas e já foi relatada em

cordeiros recém-nascidos no Reino Unido (Buxton e

Donachie, 1991), assim como em outras partes da

Europa, Austrália e EUA (Songer, 1996).

Clostridium perfringens tipo A

A doença do "cordeiro amarelo" é uma enterotoxemia

causada pela toxina alfa produzida pelo C. perfringens

tipo A, e tem sua patogenia baseada na

hemólise de eritrócitos com a liberação de hemoglobina.

Os animais acometidos apresentam depressão, anemia,

icterícia e hemoglobinúria. O curso clínico da

doença é de seis a 12 horas, podendo o animal vir a

óbito (Songer, 1996).

Clostridium perfringens tipo B

É o agente causador da disenteria em cordeiros

recém-nascidos. Esta afecção acomete cordeiros com

menos de duas semanas de idade e é causada pela

ação das toxinas beta e épsilon produzidas por este

agente (Buxton e Donachie, 1991). A principal

fracção tóxica responsável pela disenteria dos

cordeiros é a toxina beta, que é inativada por enzimas

proteolíticas como a tripsina. O fato de a doença ocorrer

primariamente em animais recém-nascidos advém do

excesso de colostragem e também por ser o colostro

fonte de fatores anti-tripsínicos, favorecendo por sua

vez a proliferação do agente com produção dessa

toxina (Barker et al., 1993).

O curso é super-agudo, em geral em poucas horas os

animais apresentam dores abdominais, redução na

sucção do colostro e/ou leite e fezes semi-fluidas e

coradas de vermelho. Ocasionalmente, animais que

sobrevivam por mais dias, podem desenvolver no sistema

nervoso central (SNC) uma lesão conhecida por

encefalomalacia focal simétrica (EFS) causada pela

ação da toxina épsilon (Buxton e Donachie, 1991),

além de apresentarem enterite, extensa hemorragia e

ulceração do intestino delgado (Songer, 1997). A

doença tem sido também relatada em ovinos e

caprinos adultos no Iran (Niilo, 1980).
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Clostridium perfringens tipo C

A enterotoxemia causada pelo C. perfringens tipo C

produz um quadro clínico-patológico muito semelhante

ao produzido pelo Clostridium perfringens tipo B,

sendo a toxina beta a principal envolvida (Barker et

al., 1993). É descrito como agente da enterite-hemorrágica

em ovinos recém-nascidos, pelos mesmos

fatores já descritos na disenteria dos cordeiros.

Também é responsável por um quadro super agudo em

ovinos adultos denominado de "Struck", que se caracteriza

por morte súbita (Niilo, 1980).

Clostridium perfringens tipo D

C. perfringens tipo D causa a enterotoxemia comumente

denominada de doença da superalimentação

("overeating disease") ou do rim pulposo ("pulpy kidney

disease"). Enfermidade de distribuição mundial,

que afeta primariamente ovinos de qualquer idade

com exceção dos recém-nascidos (Scholes et al.,

2007), raramente caprinos e provavelmente bovinos

(Niilo, 1980; Uzal et al., 2003a). A doença é causada

pela rápida multiplicação do C. perfringens tipo D no

intestino delgado e subsequente absorção da toxina

épsilon, que é produzida na forma de protoxina. Esta

é convertida em uma toxina letal pela ação da tripsina

digestiva (Buxton e Donachie, 1991) ou por toxinas

secundárias do C. perfringens (McDonel, 1986).

C. perfringens tipo D pode estar presente no intestino

de animais sadios em pequena quantidade e produz

toxinas que são eliminadas com os movimentos

intestinais normais sem causar alterações patológicas

no organismo do animal (Baldassi et al., 1995).

Porém, quando ocorrem alterações na microbiota

ruminal em decorrência de mudanças bruscas na alimentação,

fornecimento de dietas ricas em carbohidratos

e pobre em fibras, dentre outros fatores, o

agente multiplica em proporções logarítmicas entre

quatro a oito horas, produzindo grandes quantidades

da toxina épsilon. A toxina atua sobre o epitélio intestinal,

causando aumento da permeabilidade vascular.

Ao ganhar a circulação geral, chega aos órgãos, como

cérebro, rins, pulmões, fígado e coração, onde se liga

a receptores específicos nas células endoteliais, levando

a uma degeneração dessas células. Com aumento

da permeabilidade vascular, ocorre extravasamento de

líquido e proteínas para o espaço perivascular, com

consequente edema. Quando ocorre no tecido cerebral

é denominado edema perivascular proteináceo eosinofílico

ou microangiopatia (Uzal et al., 1997a).

Em condições naturais e na maioria dos casos, a morte

dos animais ocorre durante as primeiras seis a 18 horas,

mas se sobrevivem por mais de 36 a 48 horas, uma

necrose do tecido cerebral é produzida pela compressão

ocasionada pelo edema, conhecida como EFS (Hartley,

1956; Uzal, 2001). Essa alteração é característica no

caso de enterotoxemia em ovinos por C. perfringens tipo

D, sendo um achado importante para o diagnóstico

definitivo da doença nessa espécie.

Em ovinos, a forma clínica mais frequente da enfermidade

é a super-aguda, com morte entre quatro a oito

horas, sendo raramente observados sinais clínicos,

quando ocorrem, são principalmente alterações

neurológicas como opistótono, movimentos de pedalagem,

entre outros; e alterações respiratórias como

taquipnéia e edema pulmonar. Na forma aguda, os animais

sobrevivem por até 24 horas e os sinais clínicos

são geralmente os mesmos observados na forma

super-aguda. Já na forma sub-aguda ou crônica, que

tem um curso de 48 a 72 horas, pode ser observada,

além dos sinais descritos, a ocorrência de cegueira em

alguns animais (Uzal, 2001). Caprinos também podem

apresentar essas três formas da doença, porém as

lesões neurológicas são pouco frequentes devido a

uma menor absorção intestinal da toxina épsilon

(Buxton, 1978; Uzal et al., 1994; Uzal et al., 1997a;

Colodel et al., 2003). Consequentemente observam-se

principalmente lesões entéricas, como diarréias e

enterocolites, sendo as lesões neurológicas restritas a

achados histopatológicos de edema perivascular proteínaceo

eosinofílico ou microangiopatia (Blackwell

et al., 1991, Uzal & Kelly, 1996; Colodel et al., 2003).

À necrópsia dos ovinos, os achados podem ser

inexistentes (Uzal, 2001), mas em alguns casos encontram-

se as seguintes alterações: hidrotórax, hidropericárdio,

hidroperitôneo, edema pulmonar com acúmulo

de grandes quantidades de espuma na traquéia e brônquios,

septos interlobulares dos pulmões engrossados

pelo acúmulo de líquido e, em alguns casos, hérnia do

cerebelo, que consiste na saída do mesmo para fora da

calota craniana através do forame Magno (Uzal, 2001;

Facury Filho, 2004). Não é comum encontrar lesões

intestinais, porém pode-se observar uma ligeira

enterite catarral no intestino delgado (Uzal, 2001;

Facury Filho, 2004). Hiperglicemia e glicosúria

podem ser observadas, assim como o outro achado

que tem relação com o nome genérico de "doença do

rim pulposo", referente a uma alteração autolítica da

cortex renal (Songer, 1997). Em caprinos, além das

alterações anteriormente descritas, observam-se

quadros de enterocolites, hemorragias da serosa do

cólon (Colodel et al., 2003), e edema dos linfonodos

mesentéricos (Blackwell e Butler, 1992).

Clostridium perfringens tipo E

C. perfringens tipo E produz enterotoxemia em

cordeiros, bezerros e coelhos (Barker et al., 1993).

Sua patogenia está envolvida com a produção da

toxina iota, que precisa ser ativada por enzimas proteolíticas

para promover a sua atividade biológica,

causando citólise. O quadro clínico envolve diarréia

hemorrágica com morte do animal em poucas horas.

À necrópsia observam-se áreas de hemorragia e

edema na mucosa intestinal, podendo atingir a mucosa

do abomaso (Songer e Miskimmins, 2004).
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Doenças hepáticas

Hepatite necrótica

A hepatite necrótica é uma enfermidade de caráter

agudo que ocorre frequentemente em ovinos e raramente

nos bovinos devido à associação entre C. novyi

tipo B e trematódeos, principalmente, Fasciola hepatica

(Assis et al., 2001a). Entretanto há uma descrição

da doença na ausência de F. hepatica por Uzal et al.

(1996a), onde provavelmente uma “overdose” de

anti-helmínticos tenha sido o fator predisponente ao

lesionar o parênquima hepático. A doença é também

denominada "black disease", devido à presença de

sangue venoso cianótico no tecido subcutâneo (Assis

et al., 2001a). C. novyi tipo B, produz duas potentes

toxinas: alfa (classicamente letal) e beta (necrotizante

e hemolítica), sendo a alfa considerada a mais importante

na patogenia do agente. No fígado são observadas

áreas de infarto necrótico de 2-3 cm de diâmetro,

rodeadas por uma larga zona de intensa hiperemia

(Kelly, 1985).

Hemoglobinúria bacilar

A hemoglobinúria bacilar é uma infecção causada

pelo C. haemolyticum, geralmente de localização

geográfica limitada, estando associada a áreas úmidas

e à presença de infecções por trematódeos, principalmente

F. hepatica. A enfermidade tem sido descrita

no México, Índia, Nova Zelândia, Austrália e América

do Sul (Pianta, 1997). A doença ocorre usualmente

nos bovinos, acometendo esporadicamente os ovinos

(Uzal, 2001) sendo causada pela ação da toxina beta

que é uma potente lecitinase (Kelly, 1985). Os danos

causados ao tecido hepático pelas larvas do parasita

permitem a proliferação do agente e a produção de

toxinas, as quais provocam a destruição de eritrócitos

com liberação de hemoglobina. Os principais sinais

clínicos são: depressão, anorexia, diarréia sanguinolenta,

hemoglobinúria e choque, culminando com a

morte em um a três dias após o início dos sintomas

(Assis et al., 2001a). Também se observa um quadro

de anemia associado à hemólise intravascular. À

necrópsia, as lesões são semelhantes às da hepatite

necrótica, mas a área do infarto necrótico é usualmente

maior e única. Os rins podem apresentar coloração

vermelho-amarronzada, devido à impregnação

pela hemoglobina, os vasos peritoneais injetados, e em

alguns casos observa-se uma severa peritonite fibrino-

-hemorrágica (Kelly, 1985).

Doenças neurotrópicas

Botulismo

O botulismo é uma das principais doenças de bovinos

adultos podendo acometer outras espécies como

os ovinos e caprinos (Azevedo et al., 1999), sendo

responsável por levar um grande número de animais à

morte. A principal categoria afetada é a de fêmeas em

gestação e ou lactação, criadas em pastagens deficientes

em fósforo, que desenvolvem o hábito da

osteofagia ou sarcofagia. Animais podem se intoxicar

ingerindo neurotoxinas produzidas pelo C. botulinum

presentes em suplementos alimentares, matéria

orgânica de origem vegetal e animal em putrefação e

água estagnada (Lobato e Almeida, 1997). O mecanismo

de ação da toxina envolve o bloqueio nervoso pré-

-sináptico por inibição da liberação de acetilcolina na

placa motora. A toxina ocupa os sítios relativos ao íon

cálcio na fibra colinérgica, evitando a exocitose da

acetilcolina, que é cálcio dependente, resultando numa

flacidez neuromuscular generalizada que tem início

nos membros posteriores progredindo no sentido

crânio-caudal, atingindo todos os músculos esqueléticos

(Titball et al., 2006). Vários surtos da doença,

envolvendo pequenos ruminantes, têm sido relatados

em diversos países (Van Der Lugt et al., 1995;

Azevedo et al., 1999; Otter et al., 2006; Van Der

Burght et al., 2007; Lobato et al., 2008).

Os sinais clínicos e curso da doença dependem da

quantidade de toxina ingerida. Os sinais mais comuns

são incoordenação motora, primariamente dos

membros posteriores que progride no sentido cranial,

incapacidade de se locomover e levantar culminando

com morte por parada respiratória. A propriocepção

do animal continua normal por todo o curso da doença

e não são encontradas lesões significativas à necropsia

dos animais acometidos (Lobato et al., 2007). No

botulismo é importante o diagnóstico diferencial, pois

a sintomatologia clínica apresentada inicialmente é

semelhante a várias doenças infecciosas, metabólicas

ou envenenamentos (Tabela 2).

Tétano ("Lockjaw")

O tétano é uma toxi-infecção altamente letal que

acomete o homem e os animais domésticos, causada

pela tetanospasmina, uma potente neurotoxina produzida

pelo C. tetani. Os ovinos e caprinos apresentam

menor sensibilidade à neurotoxina tetânica em

relação à outras espécies animais, sendo os equinos a

espécie mais sensível (Lobato et al., 2007).

A infecção se dá geralmente através de feridas

acidentais ou cirúrgicas, em contato com esporos do

agente presente em esterco ou nos solos. Os esporos

do microrganismo podem se manter infectantes no

solo por períodos superiores há 40 anos. Nas feridas,

os esporos encontram condições de anaerobiose

favoráveis para germinarem, multiplicarem e produzirem

a tetanospasmina, a qual é transportada

através dos axônios da via nervosa periférica por um

mecanismo retrógrado, ligando-se nas terminações

pré-sinápticas ao nível do sistema nervoso central

(SNC), impedindo a liberação de neurotransmissores
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Tabela 2 - Diagnóstico diferencial do botulismo nos pequenos ruminantes.

Doença Características diferenciais Confirmação laboratorial

Listeriose Andar em círculos podendo ocorrer Bacteriologia e histopatologia do cérebro

desvio da cabeça com torcicolo e aborto. e teste sorológico.

Raiva Salivação e tremor muscular. Pesquisa do corpúsculo de Negri ou do

Caprinos são comumente vírus no cérebro.

agressivos.

Toxemia da gestação Ocorre principalmente no último mês Hipoglicemia, cetonemia e cetonúria.

em ovinos de gestação.

O animal apresenta encefalopatia com

cegueira, tremor muscular e convulsões.

Ataxia enzoótica Incoordenação dos membros posteriores Análise do teor de cobre no soro.

com evolução crônica até à queda e morte

por inanição.

Polioencefalomalácia Cegueira, pressão da cabeça contra Não é realizado.

obstáculos, andar em círculos, hiperestesia O diagnóstico é terapêutico, através da

e convulsões tônico-clônicas periódicas. administração de cloridrato de tiamina.

Intoxicação por chumbo Anorexia, estase ruminal, edema craniano. Dosagem de chumbo sanguíneo, nas fezes,

no fígado, rins e conteúdo do retículo.

Traumatismo medular Observadas de acordo com a localizaçao Não realizado. Diagnóstico baseado

ou cerebral da lesão. no histórico, sinais clínicos e achados de

necrópsia.

Deficiência de magnésio Convulsões tetânicas. Análise do teor de magnésio no soro.

Intoxicação por Anorexia, convulsões. Níveis do fator tóxico nos tecidos.

hidrocarbonetos clorados

Intoxicação por Dispnéia, colapso, diarréia, hiperestesia, Níveis de colinesterase no sangue e

organofosforados salivação. nos tecidos.

Tabela 3 - Materiais de eleição das principais clostridioses que afetam os pequenos ruminantes.

Clostridioses Material de eleição

Botulismo 250g de conteúdo intestinal, conteúdo ruminal e fragmentos de fígado, bem como 20 mL

de soro sanguíneo e de água estagnada, em frascos estéreis.

Carbúnculo sintomático e Fragmentos de músculo lesado refrigerado e em formol a 10%.

gangrena gasosa

Hemoglobinúria bacilar Fragmentos de fígado lesado refrigerado e em formol a 10%.

Hepatite necrótica Fragmentos de fígado lesado refrigerado e em formol a 10%.

Enterotoxemia por 50 ml de conteúdo intestinal refrigerado, em frascos estéreis e cérebro inteiro em formol

Clostridium perfringens tipo D a 10%.
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inibitórios, principalmente glicina, resultando em

espasmos musculares tônicos e hiperexcitabilidade

reflexa (Bizzini, 1993).

As contrações musculares podem ser tão fortes a

ponto de causarem fraturas das vértebras. Além disso,

observam-se: distensão abdominal, agalactia, ataxia,

cólicas, desidratação, constipação intestinal, timpanismo,

cianose, febre, excitação, miotonia, dispnéia,

opistótono, trismo da mandíbula, sialorréia, disfagia,

midríase, taquicardia, incontinência urinária, vômitos,

regurgitação, prolapso de terceira pálpebra, podendo

em alguns casos, ocorrer morte súbita do animal. O

período de incubação é de cinco dias a 15 semanas,

com média de sete dias. O curso clínico dura em

média de quatro a sete dias. A morte ocorre devido à

parada respiratória. À necropsia, não são encontradas

lesões significativas (Driemeier et al., 2007).

Diagnóstico

Colheita e remessa de material

Para a realização do diagnóstico laboratorial das

principais clostridioses, que acometem os pequenos

ruminantes, é necessário conhecer qual o material a

ser colhido e a forma adequada de submissão do

mesmo para o local de realização dos exames

(Madeley, 1985). Deve-se proceder à necrópsia pouco

tempo após a morte do animal (no máximo seis horas)

ou em estado agônico, pois a maioria dos clostrídios

invade a carcaça rapidamente, mascarando os resultados

do diagnóstico final. Os materiais de eleição e a

forma de envio são apresentados na Tabela 3.

Mionecroses

Diferentemente do botulismo, tétano e enterotoxemias,

em que a detecção da(s) toxina(s) produzida

pelos agentes envolvidos é imprescindível para o diagnóstico,

nas mionecroses a detecção dos agentes é

suficiente para se ter um diagnóstico conclusivo.

Alguns métodos imunológicos de diagnóstico podem

ser empregados como a imunofluorescência direta

(IFD), teste "padrão-ouro" para mionecroses, que

permite a detecção dos agentes em esfregaços de

cultivo (Batty e Walker, 1963; Pinto e Abreu, 1992;

Assis et al., 2001b) e em impressões (claps) obtidas

diretamente dos tecidos durante a necropsia (Assis et

al., 2005); a imunohistoquímica (IHQ) em cortes

histológicos e/ou esfregaços de cultivo (Conesa et al.,

1995; Vanelli e Uzal, 1996a,b; Assis et al., 2005) e as

seguintes técnicas de PCR: que amplificam sequências

conservadas da subunidade 16s rRNA (Kuhnert et al.,

1997; Takeuchi et al., 1997; Uzal et al., 2003b), da

subunidade 16S-23S rDNA (Sasaki et al., 2000 a,b;

Sasaki et al., 2001), a sequência gênica que codifica a

flagelina de C. chauvoei (Kojima et al., 2001) e a que

codifica a flagelina de C. chauvoei, C. septicum, C.

novyi tipos A e B e C. haemolyticum (Sasaki et al.,

2002; Assis et al., 2008).

Enterotoxemias

O diagnóstico confirmatório está na dependência

direta da detecção da(s) toxina(s) produzida pelos

agentes, diretamente no conteúdo intestinal. O método

convencional para detecção destas toxinas é o teste de

soroneutralização em camundongos, entretanto devido

à discussões éticas por parte de grupos humanitários,

está sendo gradualmente substituída por metodologias

in vitro: ELISA (Weddel e Worthington, 1984; El

Idrissi e Ward, 1992; Uzal et al., 2003a; Carvalho,

2004), empregos de linhagens celulares (Knight et al.,

1990; Lindsay et al., 1995; Souza Júnior, 2005),

aglutinação em látex (Songer, 1997) e contraimunoeletroforese

(Uzal et al., 2003a). Também existem

diferentes técnicas de PCR que, apesar de não

detectarem diretamente a(s) toxina(s) produzida pelos

C. perfringens dos tipos A-E, e sim os genes que

codificam a produção das mesmas, permitem a tipificação

do C. perfringens envolvido em um determinado

caso ou surto (Uzal et al., 1996b; Uzal et al., 1997b;

Meer e Songer, 1997; Vieira, 2006). Apesar da presença

de toxinas no conteúdo intestinal ser o mais

importante indicador das enterotoxemias, é necessário

combinar este achado com outros, especialmente o

histórico do animal e da propriedade, sinais clínicos,

achados de necropsia e histopatologia dos órgãos com

lesões. No caso da enterotoxemia por C. perfringens

tipo D, é imprescindível a realização de histopatologia

do cérebro concomitantemente à detecção da toxina

épsilon (Uzal, 2004).

Hepatite necrótica e hemoglobinúria bacilar

O diagnóstico da hepatite necrótica baseia-se no

isolamento, e na detecção do agente pela técnica de

IFD (Sterne e Batty, 1975). Na hemoglobinúria

bacilar, além do isolamento e a IFD, tem sido utilizada

a técnica de IHQ, empregando o complexo peroxidase-

antiperoxidase (PAP) (Uzal et al., 1992). Da

mesma maneira que nas mionecroses e enterotoxemias,

achados de necrópsia e subsequente histopatologia

de tecidos dão suporte ao diagnóstico definitivo

dessas enfermidades.

Botulismo

O diagnóstico do botulismo é baseado na anamnese,

sinais clínicos, isolamento e principalmente na

demonstração e identificação da toxina(s) botulínica(

s). Os espécimes de eleição são: soro, conteúdo

intestinal, conteúdo ruminal, ossos e alimentos suspeitos.

A técnica mais utilizada é a soroneutralização

em camundongos. Uma vez que haja suspeita da presença

da toxina(s), o que é verificado pela morte dos

camundongos, a identificação da mesma(s) é feita

com anti-soros específicos (Lobato e Assis, 2001). No
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Brasil, também tem sido empregada a técnica de

microfixação do complemento (Dutra et al., 1993).

Tétano

No tétano, o diagnóstico laboratorial pode ser feito

pela demonstração da neurotoxina. Entretanto na

maioria dos casos, o diagnóstico está baseado apenas

na anamnese e sintomatologia clínica, sem referência

a testes laboratoriais (Lobato e Assis, 2001).

Controle e profilaxia

As enfermidades causadas por microrganismos do

gênero Clostridium ocasionam consideráveis perdas

nos diferentes sistemas de produção de pequenos

ruminantes, uma vez que o tratamento, na maioria dos

casos é impraticável. Devido às características ecológicas

dos agentes, que são ubiquitários do trato digestivo

dos animais e solo, e pela forma de resistência por

meio de esporos, a erradicação dessas patologias é

praticamente impossível. O controle e profilaxia

devem basear-se em medidas adequadas de manejo e

vacinações sistemáticas de todo o rebanho, já que os

animais estão em permanente contato com os agentes

e com os fatores que poderão desencadear as doenças.

As vacinas clostridiais são na sua grande maioria

polivalentes, contendo em sua composição múltiplos

antígenos e são usadas como estratégia frente a uma

grande variedade de agentes e/ou toxinas. Os

imunógenos devem ser administrados por via subcutânea,

preferencialmente, em duas doses intervaladas

de 4-6 semanas na primo-vacinação e reforço

anual, com exceção para o Clostridium haemolyticum

que deverá ser semestral. Quando o rebanho é sistematicamente

vacinado, os anticorpos colostrais protegem

os animais por até três a quatro meses após o nascimento,

devendo então a primo-vacinação ser realizada

após esse período (Lobato e Assis, 2000).

De acordo com a literatura nenhuma vacina é produzida

especificamente para prevenir enterotoxemia

em caprinos, sendo as desenvolvidas para ovinos

utilizadas em caprinos (Uzal e Kelly, 1996). Porém, de

acordo com Uzal et al. (1998), os caprinos têm títulos

de anticorpos menores e menos persistentes, sendo

necessárias mais pesquisas para o desenvolvimento de

novas vacinas que atestem a eficácia dessas vacinas

para essas espécies.
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Resumo: As anestesias para realização das cirurgias oftálmicas

possuem várias particularidades, as quais são fundamentais para

que se possa conduzir com sucesso as intervenções cirúrgicas.

Com o objetivo de tornar os procedimentos cirúrgicos seguros e

adequados para o anestesista e o cirurgião, bem como

confortáveis para os pacientes, os autores tecem considerações

relativas à pré-medicação, indução e manutenção da anestesia.

Bem como à obtenção de campo operatório satisfatório, com a

produção de midríase, centralização do globo ocular e redução

dos efeitos da anestesia sobre a pressão intra-ocular.

Palavras-chave: anestesia, cirurgia oftálmica, oftalmologia

veterinária

Summary: There are several issues in anesthesia for ophthalmic

procedures. The knowledge of such features is considered

mandatory to obtain success in these surgeries. Aiming at making

surgical procedures safer for the anesthetist and more comfortable

for the patient, the authors discuss premedication, induction and

maintenance of anaesthesia, as well as the achievement of adequate

surgical requirements in ophthalmology, such as midriasis,

centralization of the eyeball and the abolition or control of the

effects of anesthesia on intraocular pressure.

Keywords: anesthesia, ophthalmic surgery, veterinary ophthalmology

Introdução

Com o avanço da Oftalmologia Veterinária e a

utilização de técnicas e equipamentos sofisticados

para o tratamento de enfermidades oftálmicas intra e

extra-oculares, são necessários protocolos anestésicos

mais elaborados, pois as cirurgias oftálmicas são

procedimentos delicados e qualquer movimento do

paciente pode comprometer a sua acuidade visual e o

sucesso da cirurgia.

Basicamente, a finalidade da anestesia oftálmica

será proporcionar segurança ao paciente, uma adequada

manutenção das funções vitais e oferecer ao cirurgião

um campo operatório viável, ou seja, não congestionado

e imóvel, por meio do relaxamento dos músculos

extra-oculares, de modo que a posição do globo

ocular fique neutra e se evitem forças que possam

deformar o olho (Thurmon et al., 1996). Nestes

termos, as cirurgias intra-oculares merecem maiores

cuidados, pois é necessário que se mantenha o posicionamento

adequado do olho, se proporcione o maior

diâmetro pupilar possível e que a pressão intra-ocular

(PIO) seja mantida próxima dos valores normais, para

que o globo ocular não fique excessivamente afundado

na cavidade orbitária (Gelatt, 2003).

O uso de sedativos, por via intravenosa, associados

ao bloqueio retrobulbar e à anestesia tópica, são técnicas

largamente utilizadas na oftalmologia humana.

Entretanto, tal protocolo requer um paciente calmo e

cooperante, o que quando se trata de cães nem sempre

é possível, tornando necessário, na grande maioria dos

procedimentos oftálmicos, a utilização de técnicas que

proporcionem anestesia geral.

Complementarmente, é possível afirmar que, devido

à necessidade de anestesia geral, a morbidade torna-se

ainda maior pelo fato da monitorização do plano

anestésico por meio da avaliação dos reflexos palpebrais,

corneanos, bem como a posição do globo estar

parcialmente comprometida. Além disso a manipulação

cirúrgica do globo pode causar alterações

sistêmicas consideráveis.

Diâmetro pupilar

O diâmetro pupilar é regido por dois músculos, o

constritor da pupila, que é circular, concêntrico e possui
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inervação parassimpática, e o dilatador da pupila,

posicionado radialmente e de inervação simpática

(Slatter, 1998).

Nas cirurgias intra-oculares o diâmetro pupilar deve

ser o maior possível, portanto, a administração de

agentes parassimpatolíticos é recomendada, visto que,

bloqueando a acção do músculo constritor, a midríase

sobrevem por acção do músculo dilatador. Nesse sentido

a atropina é o fármaco comumente utilizado como

agente midriático pré-cirúrgico (Slatter, 2001).

Outro fator importante que interfere no tamanho da

pupila é a rápida liberação de prostaglandinas, que

ocorre com a manipulação da câmara anterior, acção

esta que induz mióse refratária à atropina, além de

produzir aumento transitório da PIO. Face a este

evento, é indicado o emprego de inibidores de

prostaglandinas, como o flunixin meglumine, na dose

de 1 a 2 mg/kg, aproximadamente uma hora antes da

cirurgia (Nunes e Laus, 1995).

O cetorolac também se tem mostrado um anti-inflamatório

com efeitos anti-prostaglandínicos significativos

(Tomás et al., 2003).

Posição do globo ocular

No que se refere à duração do procedimento cirúrgico

e à precisão da técnica operatória, a posição do globo

ocular é de grande importância para cirurgias intra-oculares,

sendo a semi-rotação discreta ou centralização do

globo benéfica para a intervenção intra-ocular (Charoy

et al., 2003; Nunes e Laus, 1995). Para o posicionamento

adequado do globo ocular, pode-se utilizar

relaxantes musculares de acção periférica ou ainda,

anestesia local retro-bulbar. Entre os bloqueadores neuromusculares

(BNM), recomenda-se o uso dos agentes

não despolarizantes, pois alteram pouco a PIO e permitem

a reversão completa de seus efeitos, mediante a

administração de neostigmina (Litwiller et al., 1975).

Com o uso de BNM não despolarizantes (rocurônio,

pancurônio, vecurônio ou outros) como parte do protocolo

anestésico, mesmo em subdoses, deve ser efetuada

a monitorização respiratória cautelosa para determinar

a necessidade ou não de assistência respiratória, pois

não é possível prever a resposta de cada animal ao

fármaco, devendo sempre estar-se preparado para

instituir a ventilação (Bechara, 2002).

É importante atentar para o fato de que, com o

emprego de bloqueadores neuromusculares, embora

haja centralização do globo ocular, devido ao relaxamento

muscular, as manobras cirúrgicas poderão

produzir movimentação excessiva no globo, o que

pode dificultar a cirurgia. Este fato leva à reflexão

sobre a utilidade da técnica de produção de miorrelaxamento,

uma vez que muitos cirurgiões preferem

direcionar o globo ocular para a posição adequada,

mediante pinçamento da esclera. Nestes casos o bloqueio

neuromuscular pode ser abolido.

Pressão intra-ocular

Durante os procedimentos anestésicos, as condições

que favorecem a alteração da pressão intra-ocular

(PIO) são: variações da pressão venosa e arterial,

hipercapnia, intubação orotraqueal e acção de fármacos.

Toda a variação no fluxo venoso oftálmico resulta

em alteração desta variável. Além disso, vias aéreas

obstruídas, tosse e outro esforço qualquer também

podem elevar este parâmetro (Stead, 1996). Já a interferência

da pressão arterial somente ocorrerá em casos

extremos, pois a PIO mantém-se constante numa

ampla variação das pressões arteriais (Bechara, 2002).

Qualquer situação que cause hipoventilação, com

conseqüente hipercapnia, como obstrução das vias

aéreas, plano anestésico profundo ou fármacos que

produzam depressão respiratória, irá contribuir para o

aumento da PIO por dilatação dos vasos intra-oculares.

Por outro lado, a hiperventilação (hipocapnia),

tende a manifestar efeitos opostos (Stead, 1996).

A maioria dos fármacos utilizados para anestesia

diminui a PIO. Segundo Vanetti (1996), os anestésicos

gerais facilitam a drenagem do humor aquoso e

diminuem a pressão arterial, com consequente

redução do volume sanguíneo intra-ocular e vasoconstrição

da coróide, influenciando significativamente na

diminuição dos seus valores. Uma excepção deve ser

feita à quetamina e à succinilcolina, que produzem

aumento moderado da PIO, sendo que o aumento proporcionado

pela quetamina pode ser explicado pela

marcada elevação da pressão arterial, que é nítida

quando da administração do fármaco (Nunes e Laus,

1995; Stead, 1996).

Durante a cirurgia, a pressão exercida pelo músculo

orbicular das pálpebras sobre o globo, a contracção

dos músculos extra-oculares, as suturas de fixação do

olho excessivamente tracionadas e as manobras cirúrgicas

intempestivas podem levar a aumento da PIO

(Vanetti, 1996).

A possibilidade de aumento da PIO durante procedimento

cirúrgico intra-ocular, com globo ocular aberto,

deve ser evitada, pois pode resultar na extrusão do

vítreo e perda permanente da visão (Nunes e Laus,

1995).

Reflexo oculo-cardíaco (ROC)

O ROC é um reflexo trigêmico vagal. Os impulsos

aferentes originam-se nos nervos ciliares curtos e

longos e subseqüentemente atravessam o gânglio

ciliar e os impulsos eferentes são conduzidos através

do nervo vago ao coração (Vanetti, 1996). Este fenômeno

é observado com maior frequência em animais

jovens (Thurmon et al., 1996).

Tal reflexo é causado pela tracção dos músculos

extra-oculares devido à manipulação ocular ou mesmo

à pressão manual sobre o globo. É mais observado
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durante a cirurgia dos músculos oculares, reparação

do descolamento de retina e enucleação. A manifestação

do ROC dá-se principalmente por bloqueio

átrio-ventricular, bradicardia, ondas bigeminas e

ectópicas. Caso estes ritmos anormais não sejam

corrigidos podem culminar em paragem cardíaca

(Stead, 1996).

Apesar de alguns autores recomendarem a administração

profilática de atropina antes das cirurgias

oculares, este agente deve ser utilizado com cautela,

visto que o uso indiscriminado pode ser deletério,

tendo em vista a diminuição do tempo de enchimento

ventricular e o aumento do consumo de oxigênio pelo

miocárdio, podendo resultar em isquemia miocárdica

(Thurmon et al., 1996; Bechara, 2002).

Alguns pesquisadores recomendam o uso de BNM

para prevenção do ROC, isto porque, com a utilização

destes agentes, o globo ocular torna-se imóvel e centralizado,

não sendo necessária a tracção dos músculos

extra-oculares (Young et al., 1991).

O bloqueio retro-bulbar com lidocaína, embora seja

efetivo no tratamento de episódios de estimulação do

ROC, está associado a inúmeras complicações, tais

como hemorragia retro-bulbar, proptose globo ocular,

extravasamento de corpo vítreo se o olho for perfurado,

e aumento da PIO (Thurmon et al., 1996).

Fundamentalmente, o tratamento do ROC consiste

na administração de fármacos parassimpatolíticos

(atropina 0,02 mg/kg IV), melhoria da ventilação, já

que a hipercapnia estimula os músculos extrínsecos, e

interrupção da manipulação do globo ocular (Bechara,

2002).

Anestesia

Anestesia local para cirurgia oftálmica

O primeiro anestésico local usado clinicamente foi a

cocaína e o seu uso na oftalmologia remonta ao século

XIX (Koller, 1934). O fato desta substância induzir

reacções conjuntivais severas, além de erosões superficiais

da córnea, levou ao desenvolvimento de novos

agentes para uso tópico como a lidocaína, a tetracaína

e a proparacaína, entre outros.

Embora estes anestésicos continuem sendo utilizados

rotineiramente na prática oftalmológica veterinária,

algumas das técnicas em que teriam aplicação, são

impraticáveis devido ao comportamento e temperamento

dos pacientes.

Anestésicos locais de uso oftálmico

A proparacaína (0,5%) é o anestésico de uso tópico

mais popular em oftalmologia veterinária. Em cães,

produz anestesia local dentro de 0,25 a 2 minutos,

podendo o efeito que permanecer entre 10 a 15 minutos

(Formston, 1964). A proparacaína é um anestésico

menos tóxico para a córnea que a tetracaína, mas o seu

uso crônico e repetido também tem sido associado a

complicações corneanas graves (Rosenwasser, 1990).

Com o emprego de concentrações menores de

proparacaína tem-se procurado reduzir ou eliminar o

seu potencial de toxicidade corneana (Bisla e

Tanelian, 1992). Maurice e Singh (1985) instilaram

proparacaína a 0,3% em olhos de coelhos por uma

semana e não constataram ulceração do epitélio

corneano.

A tetracaína é outro anestésico local, cujo início de

acção ocorre aos 5 a 10 minutos e a mesma permanece

ao redor de 2 horas (Skarda, 1996). Sua potência e

toxicidade são 10 vezes maiores que as da procaína. A

concentração empregada em anestesia ocular é de

0,5% e, em outras mucosas, de 1 a 2%. Este agente é

efetivo só quando aplicado topicamente, não obstante,

a irritação na conjuntiva, quemose, hipersensibilidade

e dor na instilação são muito mais comuns quando

comparada com a proparacaína, tanto no homem

como no cão (Bartfield et al., 1994). A tetracaína

reduz a sensibilidade táctil corneana, que é um importante

mecanismo de protecção (Peyman et al., 1994),

e é tóxica para a córnea quando utilizada por tempo

prolongado e repetidamente (Marcondes, 1999).

A lidocaína foi introduzida na prática clínica em

1944. A distribuição através dos tecidos é muito maior

que a da procaína e as injeções aplicadas ao redor de

um tronco nervoso penetram nele mais efetivamente,

o que provavelmente contribui para a sua marcante

actividade analgésica local (Hall e Clark, 1987).

Dentre os seus efeitos tóxicos, destacam-se sonolência,

tremores musculares, hipotensão, náuseas e vômitos

(Hall e Clark, 1987). A dose máxima permitida é

7 mg/kg ou 9 mg/kg com vasoconstritor. Sua latência

é de 10 minutos e o seu período de acção varia entre

60 e 120 minutos (Skarda, 1996).

A bupivacaína é um anestésico local de acção

duradoura (2 a 4 horas). É cerca de 4 vezes mais

potente que a lidocaína e 8 vezes mais potente e mais

tóxico que a procaína. Pode ser empregada em

bloqueios nervosos regionais. Sua dose máxima permitida

é de 2 mg/kg e as concentrações comumente

empregadas são 0,25 e 0,5%. Possui latência de 30 a

50 minutos e duração de 8 a 12 horas (Hall e Clark,

1987).

Anestesia superficial ou tópica

É o resultado da aplicação do anestésico local sobre

a córnea e mucosa conjuntival, com a finalidade de

bloquear as terminações nervosas e provocar a perda

da sensibilidade dolorosa. O anestésico mais usado

nesta técnica é a proparacaína (0,5%). A anestesia

ocorre rapidamente (1-6 minutos) e continua-se por 10

a 15 minutos após uma instilação. Porém, pode-se

manter até por 2 horas com seguidas instilações, sem

produzir efeitos colaterais. Uma série de 3 a 5 instilações

de 1 a 2 gotas de proparacaína, com intervalos
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de 1 minuto podem ser necessários para produzir uma

anestesia satisfatória da córnea e conjuntiva (Skarda,

1996).

Esta técnica é usada para procedimentos diagnósticos

e terapêuticos, incluindo tonometria, exame do

olho afetado e da terceira pálpebra (Skarda, 1996),

remoção de corpos estranhos, obtenção de fragmentos

conjuntivais, injeções subconjuntivais e eletrorretinografia

(Thurmon et al., 1999).

Embora alguns autores recomendem a utilização de

anestésicos tópicos para exame do olho afectado,

Slatter (1992) adverte que a perda dos reflexos protectores,

ocasionada por tais agentes, incrementa as

possibilidades de lesões adicionais.

Anestesia por infiltração

Método pelo qual os anestésicos locais são injetados

em pequenas quantidades nos tecidos por via intradérmica,

subcutânea ou mais profundamente em áreas

musculares. Neste caso o medicamento difunde-se até

às terminações nervosas para produzir o seu efeito.

Este método não é muito utilizado na prática oftálmica

veterinária.

Anestesia perineural ou regional

É obtida pelo bloqueio da condução do(s) nervo(s)

sensitivo(s) que inerva(m) a região, para produzir a

perda da sensibilidade periférica. A anestesia regional

do olho produz geralmente redução profunda da visão,

devido ao efeito direto do anestésico sobre o nervo

óptico (Verma et al., 1990; Arora et al., 1991). Porém,

os graus da redução variam de acordo com a técnica

utilizada.

Bloqueio do ramo oftálmico do nervo trigêmeo: A

anestesia do olho e da órbita é produzida mediante

dessensibilização do ramo oftálmico do nervo

trigêmeo. Necessita-se de uma agulha com 2,5 cm de

calibre 22, que é inserida ventralmente ao processo

zigomático ao nível do canto lateral. O ponto exacto

deve ser 0,5 cm cranial ao bordo anterior da porção

vertical do ramo da mandíbula. A agulha é direcionada

medialmente ao ramo da mandíbula no sentido

médio-dorsal e ligeiramente caudal, até alcançar os

nervos lacrimal, zigomático e oftálmico na fissura

orbital. A colocação de 2 ml de anestésico produzirá

acinesia do globo, devido à proximidade dos nervos

abdutores, oculomotor e troclear do nervo oftálmico

(Thurmon et al. 1999).

Anestesia retro-bulbar: O uso de uma agulha com

7,5 cm de calibre 20 diminui o risco de puncionar o

globo ocular. A agulha é inserida na conjuntiva previamente

anestesiada, através do canto lateral do olho,

avançando-a, sem puncionar o globo, em direção à

articulação mandibular oposta, até encontrar a base da

órbita, onde se depositam 2 ml do agente anestésico

(Thurmon et al., 1999). Uma modificação da técnica

é descrita por Ward e Hendrix (1999), sendo a aplicação

do anestésico feita nos quatro quadrantes do

olho. No cão a anestesia retro-bulbar, apesar de simples,

incorre em riscos, como injecção de anestésico diretamente

na região subaracnóide, podendo acarretar

depressão do sistema nervoso central, com possível

paragem respiratória e cardíaca, além de injecção

intravascular, punção do globo ocular e hemorragia

retrobulbar (Thurmon et al., 1996). Devido aos riscos

inerentes à técnica, a mesma deve ser feita em animais

anestesiados visando apenas a centralização do globo

ocular. Actualmente esta técnica é substituída pela

anestesia peri-bulbar devido à sua maior segurança.

Anestesia peri-bulbar: É uma variação da técnica

anterior, baseada na existência de uma membrana

intermuscular, a qual aparentemente separa os espaços

intra-conal e extra-conal (Ripart et al., 2001). Esta

técnica é realizada com a introdução de uma agulha

25 x 7 de calibre 21 na porção superior da cavidade

orbitária, em direcção ao fórnice, injetando de 2 a 4 ml

de cloridrato de bupivacaína a 0,5%, tendo como

referência uma leve projecção do globo ocular para

fora da órbita. Chaves et al. (1997) utilizaram esta

técnica de anestesia loco-regional e obtiveram centralização

do globo ocular, abolição dos reflexos

corneal e palpebral e diminuição do nistagmo, evitando-

se hemorragias expulsivas e a extrusão da lente.

As técnicas descritas anteriormente são indicadas

em pacientes críticos (classificados como ASA III ou

IV) encaminhados para procedimentos cirúrgicos, a

fim de evitar eventuais complicações causadas pela

anestesia geral. Entretanto, na maioria dos animais,

estas técnicas necessitam da associação à anestesia

geral, limitando-se o seu uso apenas à obtenção centralização

do globo ocular, fundamental em cirurgias

como a facectomia.

Anestesia geral para cirurgia intra-ocular

A anamnese e o exame clínico detalhado devem ser

realizados nos pacientes que serão submetidos à cirurgia

ocular. Os animais eleitos para cirurgias oftálmicas

são, na sua maioria, ou muito jovens, apresentando

doenças oftálmicas congênitas, ou idosos. Nos

pacientes idosos é comum encontrar alterações na

função cardíaca e uma variedade de alterações

metabólicas. Somando-se a isto, estes animais normalmente

utilizam terapia medicamentosa crônica as

quais podem interferir no procedimento anestésico.

Finalmente, a anestesia geral é necessária na maioria

dos procedimentos oftálmicos, exceto os invasivos

(ex.: remoção de suturas ou remoção de corpos

estranhos superficiais), o que aumenta os riscos para o

paciente (Bechara, 2002).

Uma anestesia geral efectiva e segura para pacientes
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oftálmicos requer manutenção da PIO próxima do

normal, prevenção da activação do ROC, controle de

hemorragias, e completa imobilização do globo. A

intubação orotraqueal em cães e gatos deve ser evitada

antes do bom aprofundamento da anestesia para evitar

tosse e reflexo do vômito, pois estas respostas à

intubação aumentam a pressão venosa causando

aumento da PIO (Bechara, 2002; Thurmon et al.,

1996).

Anestesia geral para cirurgia extra-ocular

Em se tratando de cirurgias extra-oculares, não

existe a preocupação em manter a PIO, centralizar e

imobilizar o globo ocular. Assim sendo, as técnicas

aplicadas rotineiramente podem ser utilizadas em

animais de pequeno porte.

Monitorização

Os procedimentos anestésicos oftálmicos devem

sempre ser acompanhados de monitorização. No

entanto, o controle da profundidade anestésica por

meio do esquema clássico de Guedel fica impraticável

face aos olhos serem o objeto da intervenção cirúrgica,

com consequente dificuldade de avaliação dos reflexos

óculo-palpebrais. Portanto, outras formas de monitorização

são indispensáveis para a segurança e eficiência

do acto anestésico.

Um método eficiente para monitorização do plano

anestésico é a avaliação da pressão arterial, pois

quando o plano anestésico se torna superficial ocorre

a sua elevação e o inverso é indicativo de plano

anestésico mais profundo (Nunes e Laus, 1995).

Além das variáveis barométricas, é necessário

observar o traçado eletrocardiográfico, principalmente

no que se refere à determinação da ocorrência

de reflexo óculo-cardíaco, além de outras possíveis

arritmias. A capnometria e a oximetria também são

dados importantes para avaliação da oxigenação do

paciente, evitando assim possíveis complicações

cardio-respiratórias oriundas de planos anestésicos

profundos, insuficiência respiratória ou demais alterações

associadas (Thurmon et al., 1996).

Recentemente o índice bi-espectral (BIS) tem-se

mostrado bastante eficaz na monitorização da profundidade

anestésica, evitando planos anestésicos profundos,

reduzindo a morbidade anestésica, bem como

planos superficiais, uma vez que se observa boa correlação

entre as alterações no BIS e a probabilidade de

resposta à incisão de pele (Sebel et al.,1997).

A integração entre anestesistas e cirurgiões também

é de grande valia na monitorização do paciente, pois o

cirurgião pode fornecer informações sobre a movimentação

do globo ocular ou das pálpebras, indicando

um plano superficial.

Medicação pré-anestésica

A medicação pré-anestésica deve diminuir a

ansiedade, tranquilizar o paciente, prevenir a emése e

a tosse, além de promover indução suave e diminuir a

quantidade de anestésico necessária à manutenção da

anestesia (Slatter, 1998; Thurmon et al., 1996).

Os fármacos mais utilizados como pré-anestésicos

são os anticolinérgicos, os tranquilizantes, os ansiolíticos

e os opióides (Thurmon et al., 1996).

Anticolinérgicos: a atropina e o glicopirrolato

podem ser usados para diminuir a salivação e a

secreção das vias aéreas e também para combater a

bradicardia causada pelo ROC. A atropina, administrada

em cães 30 minutos antes da cirurgia, na dose de

0,044 mg/kg por via intravenosa, pode prevenir a

ocorrência do reflexo óculo-cardíaco, bem como

proporcionar midríase (Stead, 1996). Apesar da

recomendação de administração profilática de

atropina antes das cirurgias oculares, a incidência de

arritmias cardíacas e taquicardia sinusal é muito maior

antes e após a indução anestésica em cães que receberam

este fármaco no período pré-anestésico (Muir,

1978). Em cirurgias intra-oculares onde a midríase é

necessária, sugere-se a administração tópica de

atropina a 1% antes da indução anestésica, pois a

obtenção de midríase com aplicação tópica deste fármaco

depois de estabelecida a sedação e a anestesia

torna-se mais difícil. Se a dilatação for insuficiente,

pode-se administrar adrenalina intra-ocular para

facilitar a midríase (Collins et al., 1995). Os anticolinérgicos

assim como os anestésicos gerais diminuem

dramaticamente a produção lacrimal, portanto a

protecção corneal com pomada oftálmica é recomendada

durante a anestesia (Greene 2004).

Tranquilizantes, ansiolíticos: O tranquilizante a ser

utilizado deve favorecer as condições clínicas do

paciente e atender às características inerentes ao

reflexo pupilar para a realização de uma cirurgia

intraocular. Em animais saudáveis os fenotiazínicos

como a levomepromazina ou clorpromazina, na dose

de 1 mg/kg, por via intravenosa, podem ser empregados

associados ou não a um benzodiazepínico (Nunes e

Laus, 1995). As propriedades anti-eméticas dos fenotiazínicos

aliadas ao relaxamento muscular de acção

central produzido pelos benzodiazepínicos constituem

uma boa opção de tranquilização. O diazepam na dose

de 1 mg/kg produz midríase podendo, portanto, ser

utilizado em pacientes submetidos a procedimentos

intra-oculares (Miller, 1989; Bechara, 2002).

2 agonistas: A xilazina é um sedativo efetivo para

cavalos e bovinos, porém em cães e gatos pode causar

vômito e promover bradicardia, além de ser potente

produtora de miose, tornando-a indesejável em cirurgias

intra-oculares (Nunes e Laus, 1995). Segundo
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Hsu et al., (1981), ela pode produzir midríase em

algumas espécies devido à inibição do tônus parassimpático

da íris ou provavelmente devido à estimulação

de receptores 2 adrenérgicos situados na íris.

Em coelhos, gatos e macacos, a xilazina parece

diminuir a pressão intra-ocular por supressão da

função simpática reduzindo o fluxo do humor aquoso

(Burke e Potter, 1986).

Opióides: Os opióides apresentam diferentes efeitos

sobre o diâmetro pupilar nas diferentes espécies. Por

exemplo, a morfina causa miose em cães e coelhos, e

midríase em gatos, ratos e macacos. A utilização de

opióides como pré-anestésicos em cirurgias de catarata

em cães não é indicada, pois neste caso é necessário

que a pupila esteja dilatada para remoção do cristalino

(Thurmon et al.,1996).

Indução anestésica

A grande maioria dos agentes anestésicos diminuem

a PIO, com excepção da quetamina e da tiletamina

que, embora elevem a PIO, podem ser utilizadas para

indução, mesmo nas facectomias, pois com doses

baixas, aplicadas por via intravenosa, a PIO se

normalizará em 10 a 15 minutos. Apesar deste efeito

transitório sobre a PIO, a midríase causada por agentes

dissociativos é de grande valia para cirurgias intra-

-oculares (Nunes e Laus, 1995).

Os barbitúricos e o propofol diminuem a pós-carga,

a pressão sanguínea, relaxam a musculatura extra-ocular

e promovem diminuição do humor aquoso por

aumento da drenagem, levando portanto à diminuição

da PIO (Cunningham, 1986). O tiopental, frequentemente

utilizado para a indução anestésica, produz

miose puntiforme, sendo portanto contra-indicado nas

cirurgias intra-oculares (Nunes e Laus, 1995).

O etomidato induz mioclonias que podem causar

aumento na PIO e não deve ser utilizado isoladamente,

principalmente em pacientes com lesões penetrantes

no olho (Thurmon et al., 1996).

Outro método de indução é o emprego de agentes

anestésicos voláteis, associados ou não ao óxido

nitroso (N2O). Para tanto, é necessário que o paciente

seja cooperativo e permita a contenção física, ou esteja

em estado crítico, caso em que a administração de

fármacos injetáveis indutores é passível de risco

(Nunes e Laus, 1995).

A administração de óxido nitroso associado ao

oxigênio e ao agente anestésico volátil é segura e proporciona

vantagens, como menor tempo de indução,

menor concentração requerida do anestésico volátil e

midríase, sendo esta dependente da quantidade de

N2O na mistura. O agente anestésico volátil a ser

empregado pode ser qualquer halogenado disponível

no mercado, sendo o halotano o mais utilizado por seu

baixo custo. Isofluorano e sevofluorano também podem

ser usados, mas devido ao alto custo destes fármacos

reserva-se a sua utilização para pacientes portadores

de patologias que contra-indiquem o uso do halotano

(Thurmon et al.,1996).

O desfluorano ainda não foi estudado com a finalidade

de aferir a sua viabilidade como agente indutor

para anestesia oftálmica. Entretanto, devido à sua

conhecida propriedade irritante sobre as mucosas, este

fármaco é contra-indicado na indução direta (Kong et

al., 2000).

Manutenção anestésica

A manutenção da anestesia com agentes dissociativos

promove aumento da PIO, permanência dos

reflexos protetores óculo-palpebrais e nistagmo, não

permitindo um campo operatório adequado. Deste

modo, o seu uso é contra-indicado em cirurgias

intra-oculares (Nunes e Laus, 1995). A anestesia

dissociativa é utilizada apenas para procedimentos

ambulatórios (diagnósticos e terapêuticos), assim

como para cirurgias extra-oculares como correcção de

entrópio ou ectrópio, excisão de tumores conjuntivais

e correcção da glândula da terceira pálpebra (Bechara,

2002).

Os barbitúricos diminuem a PIO e produzem miose

puntiforme, que é indesejável em cirurgias intra-oculares

(Massone, 1999). Já o propofol é uma alternativa

para a manutenção anestésica em cirurgias oculares,

principalmente quando não se dispõe do aparelho de

anestesia inalatória ou quando um dos membros da

equipe não se pode expor aos agentes inalatórios (por

exemplo, gravidez). A administração pode ser feita em

bolus ou através de infusão contínua (Batista et al.,

2000). Em cães submetidos à cirurgia da catarata, a

infusão contínua de propofol associada à administração

de pancurônio ou vecurônio para a centralização

do globo ocular mantêm estáveis os parâmetros

cardio-vasculares. A taxa de infusão para manter o

animal em plano cirúrgico é de 0,47 mg/kg/min. A

frequência respiratória diminui após a indução e início

da manutenção com propofol, sendo estabilizada com

ventilação controlada após bloqueio neuromuscular

(Bechara, 1998).

Os relaxantes musculares não despolarizantes (por

exemplo, pancurônio, vecurônio e atracúrio) são

comumente utilizados durante a manutenção anestésica

para assegurar imobilidade completa do globo

ocular. Quando associados a um analgésico potente,

os relaxantes musculares promovem analgesia balanceada,

diminuindo a necessidade de anestésico e o

nível de depressão cardio-pulmonar (Sullivan et al.,

1998). Em aves, estes fármacos são utilizados para

produzir midríase, pois a musculatura da íris é estriada

ao contrário da dos mamíferos, que é lisa (Collins

et al., 1995). Após o término da cirurgia, o paciente

deve permanecer sob ventilação controlada por alguns
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minutos e, se a respiração espontânea não retornar, é

necessária a utilização de antagonistas dos bloqueadores

neuro-musculares. Normalmente utiliza-se

a atropina na dose de 0,02 mg/kg por via intravenosa

seguida pela neostigmina na dose de 0,02 a 0,04

mg/kg pela mesma via, sendo que estas medicações

não estão associadas com aumento da PIO (Thurmon,

1996).

Alguns pesquisadores sugerem a utilização de doses

reduzidas de pancurônio (0,022 mg/kg/minuto), a fim

de promover um bom posicionamento do globo ocular,

sem entretanto causar uma depressão respiratória

significativa (Sullivan et al., 1998). Em cães, quando

o pancurônio (0,06 mg/kg IV) é comparado com o

vecurônio (0,1 mg/kg, IV) observa-se que o tempo de

latência do vecurônio é menor, porém o tempo de

acção dos fármacos é semelhante (Bechara et al.,

1998). A succinilcolina, bloqueador neuro-muscular

despolarizante, não deve ser utilizada rotineiramente

em procedimentos oftálmicos pois causa fasciculações

musculares que elevam a PIO, sendo portanto contra-

-indicada em cirurgias do glaucoma. Há relatos de que

quando administrada no estágio I da anestesia causa

aumento da PIO de 5,3 mmHg, mas quando aplicada

no plano III não ocorrem nenhuma alterações

(Craythorne et al., 1960). O uso de relaxantes musculares

periféricos requer controle da ventilação a fim de

prevenir a hipercapnia e os seus efeitos deletérios

sobre a PIO.

Os agentes voláteis halogenados são sem dúvida a

melhor alternativa para a manutenção da anestesia. O

halotano produz hipotensão dependente da dose, o que

consequentemente acarretará a diminuição da PIO. A

acção hipotensiva do halotano em planos anestésicos

cirúrgicos pode ser revertida pela infusão contínua de

metaraminol na dose de 2mg/kg/min promovendo a

manutenção da PIO em níveis fisiológicos (Bolzan,

1998). O isofluorano, por causar menor hipotensão,

pouco altera a PIO (Nunes e Laus, 1995), sendo que o

mesmo é observado com o sevofluorano. Em todas as

espécies, técnicas anestésicas inalatórias de alto fluxo

são recomendadas ao invés das de baixo fluxo para

que a concentração alveolar reflita mais proximamente

a concentração de saída do vaporizador, assegurando

assim profundidade adequada da anestesia.

A manutenção da anestesia com mistura de óxido

nitroso deve ser realizada com cautela em cirurgias de

reparação do deslocamento de retina, na qual é realizada

a injecção intra-vítrea do gás hexafluoreto de

enxofre (SF6). O óxido nitroso possui maior solubilidade

no sangue que o nitrogênio, resultando em

rápida difusão de óxido nitroso para dentro de qualquer

cavidade do organismo contendo ar ou outros gases,

aumentando drasticamente a PIO. Nestes casos é

recomendado a interrupção do fornecimento de óxido

nitroso 15 a 20 minutos antes da injeção intra-ocular

do gás SF6 (Collins et al., 1995).

Recuperação anestésica

A recuperação suave, a prevenção de arritmia, e a

analgesia são essenciais para o sucesso da cirurgia

realizada. Os delírios, a incoordenação e a tosse

podem causar deiscência dos pontos cirúrgicos,

provocar hemorragia intra-ocular, ou descolamento da

retina, acarretando perda da visão. O uso de tranquilizantes,

sedativos e/ou analgésicos no período pré- e

pós-operatório promoverão melhor recuperação

anestésica (Thurmon et al., 1996). Sendo a córnea um

dos tecidos mais inervados do olho, as cirurgias intra-

-oculares causam muita dor; desta forma é obrigação

do profissional manter o bem estar do animal através

de analgésicos. Instalações limpas, silenciosas, confortáveis

e com pouca luz também são fundamentais.

E finalmente, o uso de colares promovem alguma

proteção para a ferida cirúrgica evitando assim

possíveis complicações.
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Resumo: Este trabalho investigou a morfologia, topografia e

biometria dos lobos tímicos em 30 galinhas de Angola

(21 machos e 9 fêmeas), oriundos dos municípios de Franca e

Sorocaba, Estado de São Paulo (Brasil), que após eutanásia

(Halotano 10v%, 3 min.), tiveram seus lobos tímicos dissecados,

medidos com paquímetro (comprimento x largura x espessura)

e analisados quanto suas topografias e morfologias

individuais. Os lobos tímicos apresentaram-se localizados

preferencialmente dorsolaterais ao pescoço, desde os ossos

claviculares até seu terço cranial (73,30% para o antímero

direito e 90% para o antímero esquerdo), com número médio de

13,33 lobos por antímero e média de 1,12 cm de comprimento,

0,34 cm de largura e 0,22 cm de espessura. Quando correlacionados

os dados (Teste de Correlação de Pearson, = 1%)

obteve-se que o comprimento e a largura dos lobos não influenciam

seus números e posições.

Palavras-chave: Timo, morfologia, morfometria

Summary: This research was conducted with the aim of study

the thymic morphology, topography and biometry on 30 Guinea

fowls (21 males and 9 females) from Franca and Sorocaba, São

Paulo state – Brazil which after euthanasia (Halotano 10v%,

3 minutes) had their thymic lobe dissected and measured (length

x width x thickness) and had analyzed their individual topography

and morphology. Thymic lobes were preferentially

dorsolateraly located to the neck from clavicular’s bones to third

cranial portion to the neck (73,30% to the right side and 90% to

the left side) with an average number of 13,33 lobes per side of

neck and length average of 1,12 cm, width average of 0,34 cm

and thickness average of 0,22. After correlation’s (Pearson

correlation test, = 1%) it was found that lobe’s length and

width don’t influence its number or position.

Keywords: Thymus, morphology, morphometry

Introdução

Durante as décadas de sessenta e setenta, as aves,

especialmente os frangos e congéneres, tornaram-se

populares entre imunologistas (Plagge, 1941; Jankovic

e Isakovic, 1964) como um animal experimental e

modelo imunológico.

No entanto, um excelente número de revisões centradas

no campo da imunologia clínica de aves são

encontradas (Glick, 1978; Rose, 1979), onde de certa

forma, aspectos anatómicos foram pouco comentados,

talvez porque foram publicados em jornais de

imunologia, avicultura ou ciência veterinária, implicando

numa superficialidade de informações anatómicas

destes órgãos, o que criou certa inquietação, já que

perguntas básicas deixaram de ser respondidas como a

morfologia comparativa do órgão, o desenvolvimento

e a involução do timo nas aves quando comparadas

aos mamíferos (Defendi e Metcalf, 1964).

No entanto, esta preocupação precede no tempo,

já que Hammond e Bird (1942) realizaram estudo

concernente ao peso do timo em galinhas, mas relacionando-

o com o crescimento dos pintinhos, além do

trabalho de Hohn (1947) interessado nas mudanças

sazonais do peso do timo em patos. Porém, características

morfológicas (topografia, forma, comprimento,

largura, espessura) não foram abordadas em ambos os

trabalhos, assim aspectos básicos e de suma importância

para a anatomia comparativa deixaram de ser

investigados.

Nos últimos anos, alguns poucos trabalhos foram

realizados neste sentido para aves domésticas

(Nascimento, 2002; Carvalho e Santana, 2003), abordando

principalmente aspectos inter-raciais. Em

decorrência destes fatos, o objetivo deste trabalho foi
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estudar a anatomia macroscópica (número, topografia,

morfologia e biometria dos lobos tímicos) em galinhas

da Angola, levantando dados comparativos para

subsidiar outros estudos concernentes ao desenvolvimento

e regressão do timo nas aves.

Material e métodos

Foram utilizados 30 exemplares de galinhas da

Angola (Numidea meleagris galeata), sendo 21

machos e 9 fêmeas, com idades e pesos variados,

oriundas de fazendas das regiões de Franca e

Sorocaba, Estado de São Paulo - Brasil.

Para a anestesia das aves utilizamos o protocolo

padrão sugerido por Rosskpof e Woerpel (1996), ou

seja, a utilização de sobredose de gás anestésico

(Halotano, Cristália – Produtos Químicos e Farmacêuticos

Ltda), 10v%, durante 3 minutos, valendo da sua

característica de alta difusão pelo sistema respiratório

das mesmas, obtendo, portanto, aprofundamento do

plano anestésico, com subseqüente óbito dos animais,

conforme recomenda o Colégio Brasileiro de

Experimentação Animal.

Após confirmação do óbito, as aves foram imediatamente

perfundidas com formol tamponado a 10% e

dissecadas, sendo que, para a descrição dos lobos

tímicos, o órgão foi dividido em duas porções cervicais,

uma direita e outra esquerda, os quais foram

dissecados com material cirúrgico convencional,

valendo quando necessário do campo visual de uma

lupa Nikon® SMZ645, modelo C-DS.

Para tanto, visando à identificação dos lobos tímicos

cervicais, foi feita uma incisão mediana ventral na

pele da região cervical com seu rebatimento dorsal,

além da retirada do tecido adiposo e conjuntivo que

recobriam os mesmos, bem como, a remoção do osso

esterno juntamente com os músculos peitorais,

seccionando as paredes laterais da cavidade toracoabdominal,

incidindo as costelas, os ossos coracóides

e as clavículas, além das porções láterocraniais dos

músculos peitorais, resultando na exposição da cavidade

toracoabdominal, o que facilitou a observação

dos lobos situados mais caudalmente ao pescoço.

Para realização da biometria do órgão, as mensurações

dos lobos tímicos foram feitas através da

utilização de paquímetro Mitutoyo®, sendo que, para a

padronização das medidas, optou-se pela obtenção do

comprimento (eixo crânio-caudal), da largura (eixo

dorso-ventral) e da espessura (eixo látero-lateral) dos

lobos tímicos.

O número, a situação (frente ao plexo vasculoneural

do pescoço), morfologia e biometria dos lobos tímicos

foram transferidos para fichas individuais, onde os

dados puderam ser tabulados e trabalhados estatisticamente

através do teste de Correlação de Pearson com

significância de 1%, executado em programas compatíveis

com o ambiente Windows®.

Ainda, a nomenclatura anatómica utilizada para

designação das estruturas anatómicas tratadas neste

trabalho está de acordo com a Nomina Anatomica

Avium (Baumel, 1993).

Resultados

A porção cervical do timo foi identificada para

todos os 30 casos estudados, apresentando lobos individualizados,

com tamanhos diferenciados e formas

irregulares, variando desde ovalados a triangulares,

porém alongados no sentido crânio-caudal. Estavam

presentes em ambos os antímeros, desde o osso clavicular

até os terços médio (26,70% para o antímero

direito e 10% para o esquerdo) e cranial (73,30% para

o antímero direito e 90% para o esquerdo) do pescoço

(Figura 1).

Figura 1 - Desenho esquemático da região cervical e porção cranial da

cavidade celomática, mostrando a distribuição dos lobos tímicos nos três

terços do pescoço, em ambos os antímeros, bem como a relação com as

artérias comuns do nervo vago direita (a) e esquerda (b), esôfago (e) e

inglúvio (i).
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Em todos os casos, os lobos tímicos que se apresentavam

em íntima relação com a artéria comum do

nervo vago (Figura 1), mostravam-se envoltos por uma

delgada membrana de tecido conjuntivo, juntamente

com o nervo vago e a veia jugular, formando um

fascículo subcutâneo, localizado dorsolateralmente ao

pescoço. Porém, aqueles lobos localizados mais caudalmente

(os quais representam 1,53% dos lobos do

antímero direito e 2,28% do esquerdo), ou seja, antes

da origem da artéria comum do nervo vago, não

estavam envoltos por este fascículo, e sim recobertos

pelo saco aéreo clavicular.

No antímero direito, além do pescoço lateralmente,

o fascículo também se relacionava ventralmente com

o esôfago e o inglúvio e, no antímero esquerdo, com a

traquéia medialmente.

Em 7 casos (21%) foi notada a presença das glândulas

tireóides penetrando no parênquima de lobos

tímicos adjacentes, sendo este fato observado 3 vezes

(10%) para o antímero direito e 4 vezes (13,33%) para

o antímero esquerdo, e nos outros casos estudados,

uma proximidade muito grande das estruturas supracitadas,

mas, sem haver a penetração do parênquima.

O número total de lobos, independentemente do

antímero, variou de 7 a 22, sendo observado 7, 8, 15,

17, 18, 19, 21 e 22 lobos em 1 caso cada (3,33%), 9,

10, 14 e 16 lobos em 2 casos cada (6,66%), 12 lobos

em 3 casos (10%), 11 lobos em 5 casos (16,66%) e

13 lobos em 6 casos (20%), com média de 13,33,

mediana de 13 e desvio padrão de 3,61.

No entanto, quando considerado o antímero direito,

o número de lobos variou de 3 a 12 distribuídos da

seguinte maneira: 11 e 12 lobos observados em 1 caso

cada (3,33%), 8 e 9 lobos em 2 casos cada (6,66%), 3

e 4 lobos em 3 casos cada (10%), 5 lobos em 4 casos

(13,33%), 6 lobos em 6 casos (20%) e 7 lobos em 8

casos (26,66%), com média de 6,33, mediana de 6 e

desvio padrão de 2,15.

Para o antímero esquerdo, o número de lobos encontrados

variou de 4 a 11, distribuídos da seguinte

maneira: 11 lobos em 1 caso (3,33%), 9 e 10 lobos em

2 casos cada (6,66%), 4 lobos em 3 casos (10%), 7

lobos em 4 casos (13,33%), 5 lobos em 5 casos

(16,66%), 8 lobos em 6 casos (20%) e 6 lobos em 7

casos (23,33%), com média de 6,8, mediana de 6,5 e

desvio padrão de 1,86.

Com relação à biometria do órgão, o comprimento

médio dos lobos tímicos foi de 1,12 cm, com largura

média de 0,34 cm e espessura média de 0,22 cm,

estando os mesmos relacionados com estruturas vasculares

e nervosas, para os quais foram determinadas

suas posições relativas, sendo considerado para isto,

suas proximidades com os mesmos, e quando possível,

a participação no fascículo subcutâneo.

Desta forma, para o antímero direito, ficou estabelecido

que nos 30 casos estudados 4,53 lobos em

média ocupavam a posição dorsolateral, em 21 casos

1,76 lobos ocupavam posição ventromedial, em 5

casos 2,8 lobos ocupavam a posição ventrolateral e em

3 casos 1 lobo ocupava a posição dorsomedial. Para o

antímero esquerdo, nos 30 casos estudados 1,51 lobos

em média ocupavam a posição dorsolateral, em 26

casos 1,54 lobos ocupavam a posição ventromedial,

em 8 casos 1,57 lobos ocupavam a posição ventrolateral

e em 4 casos 1,56 lobos ocupavam a posição

dorsomedial.

Também, deve-se ressaltar que para a galinha da

Angola, os maiores ou menores lobos podem estar

distribuídos em qualquer das três porções do pescoço

(cranial, médio e caudal).

Quanto à análise dos resultados obtidos (Teste de

Correlação de Pearson) para os confrontos do número

de lobos tímicos com seus respectivos comprimentos,

larguras, espessuras e posições, observaram-se correlações

positivas de baixa, média e alta intensidade e

negativas de baixa e média intensidade.

Discussão

De uma forma geral, nos tratados clássicos de anatomia,

ainda que de "escolas científicas" diferentes,

nota-se que as descrições relacionadas ao timo são

genéricas e muitas vezes coincidentes, quase sempre

tomando os galiformes como modelo (Schwarze e

Schröder, 1972; Nickel et al., 1977; Getty, 1981), que

quando não, utilizam informações relativas aos galiformes

de maneira análoga aos patos e gansos, como

as citações de Payne (1971).

Mas, como referido por Santana et al. (2001),

apesar dos tratados terem descrito pertinentemente o

timo, nota-se uma preocupação generalista referente

ao órgão, o que levou a uma escassez de dados mais

precisos acerca do mesmo, principalmente quando

trataram de seus aspectos topográficos.

Porém, a quase inexistência de referências nos

tratados sobre a topografia e dados concernentes à

biometria do órgão é contraditória com as informações

neles mesmos constantes sobre a importância

do timo e de particularidades referentes ao seu desenvolvimento

e regressão, bem como as implicações

funcionais delas decorrentes.

Desta forma, devem-se levar em consideração os

relatos de Onyeanusi et al. (1991) e Santana et al.

(2001) que se ocuparam, além do estudo dos vasos

destinados ao timo, da descrição topográfica dos

mesmos frente ao plexo vasculoneural do pescoço, já

que tal observação mereceu atenção neste trabalho,

principalmente por ser objeto de grande variação.

Neste sentido, ressalta-se que Onyeanusi et al.

(1991) realizaram suas observações em galinhas da

Angola, os quais descreveram que a posição mais frequente

foi a ventral. No presente trabalho, no entanto,

a posição mais encontrada foi a dorsolateral, sendo

que a diferença observada decorre principalmente em

função da baixa amostragem utilizada pelos autores, já
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que em investigações semelhantes, porém com maior

número de exemplares, realizadas em galinhas domésticas

(Baumel, 1964; Santana et al., 2000 e Santana et

al., 2001) e pombos domésticos (Carvalho e Santana,

2003), a posição dorsolateral foi a predominante, sugerindo

não ter sido este o objetivo principal daquelas

descrições.

Também, deve-se considerar que a posição dorsolateral

dos lobos tímicos está relacionada com a

presença de outros órgãos cervicais como a traquéia, o

esôfago e o inglúvio, que ocupam posição ventral em

relação a eles, deslocando-os dorsalmente, coadunando

com os descritos por Baumel (1964) e Carvalho e

Santana (2003).

Além da descrição da posição dos lobos tímicos,

Onyeanusi et al. (1991), Santana et al. (2001) e

Nascimento (2002) observaram a presença do órgão

(com lobos maiores e mais largos) ocupando dois

terços do pescoço, ou seja, nas suas porções caudal e

média, sendo o terço cranial desprovido de lobos,

além de Schwarze e Schröder (1972) e Nickel et al.

(1977) terem relatado a presença de lobos na cavidade

celomática.

Entretanto, no material estudado foram observados

lobos tímicos dispostos, com menor frequência,

apenas nos terços caudal e médio do pescoço, sendo a

maioria deles encontrados em seus três terços, bem

como a ausência de lobos cavitários, destoando daquelas

descrições. Porém, este facto deve estar relacionado

com as diferentes idades observadas nas aves trabalhadas,

bem como no padrão de involução do órgão, já

que em nossos resultados, as aves que apresentaram

lobos nos dois terços do pescoço eram adultos idosos,

fato também observado para outros galiformes

(Santana et al., 2000).

De acordo com Kendall (1980) e Carvalho e

Santana (2003) se presume que aves adultas apresentem

menos lobos dispostos no terço cranial devido à

involução do timo começar, preferencialmente, no

sentido cranial para caudal, sendo provavelmente que

este é um padrão observado para os galiformes

(Santana et al., 2001). No entanto, esta premissa deve

ser melhor avaliada através da observação do órgão

em outros gêneros e espécies de aves, utilizando animais

com idades variadas, procurando a definição de

um padrão de desenvolvimento e regressão do timo,

aspectos com os quais este trabalho visa contribuir.

No respeitante a presença do fascículo de tecido

conjuntivo que envolveu os lobos tímicos, artéria

comum do nervo vago, nervo vago e veia jugular, cabe

assinalar que este esteve presente em todos os casos

observados, indo de encontro aos relatos de Baumel

(1964). Isto, em nossa opinião, e como já descrito por

Santana et al. (2001), deve representar uma constante

dentre os galiformes, face aos relatos de Ede (1965),

Schwarze e Schröder (1972), Nickel et al. (1977),

Kendall (1980), King e Mclelland (1984), Baumel

(1993), Pereira (1998) e Nascimento (2002), que

confirmaram a presença dos lobos tímicos em íntima

relação com o plexo vasculoneural.

Porém, vale destacar que os lobos mais caudais, ou

seja, aqueles situados mais próximos da cavidade

toraco-abdominal, estão envoltos pelo saco aéreo

clavicular, não sendo encontrado, para isto, nenhum

relato semelhante na literatura compulsada, o que de

certa forma representa a comum confusão feita entre o

fascículo e o saco aéreo, já que estes estão justapostos

e de certa forma, intimamente unidos. Este facto

mereceu atenção maior de nossa parte, apesar de não

ser o objetivo central de nosso trabalho, pois com uma

dissecação cuidadosa auxiliada pelo campo visual de

uma lupa, foi possível em alguns segmentos, separar

os folhetos inerentes a cada estrutura.

Com relação ao número, forma e tamanho dos lobos

tímicos observou-se uma variabilidade considerável,

principalmente por não apresentarem padronização

nestes aspectos, coadunando com os relatos feitos por

Payne (1971), Hohn (1947, 1956 e 1961), Getty

(1981), Pereira (1998), Santana et al. (2000), Santana

et al. (2001), Nascimento (2002) e Carvalho e Santana

(2003), sendo Nickel et al. (1977) e Kendall (1980), os

únicos a descreverem uma similaridade de forma e

tamanho entre eles.

Neste caso, para justificar a ausência de similaridade,

tomou-se como parâmetro o comprimento, a

largura e a espessura dos lobos tímicos em ambos os

antímeros, onde foi observado que mesmo nos

menores lobos, a maioria apresentava comprimento

maior que a largura, o que gerou a formação de lobos

longos, e através disto, com tamanhos e formas variadas,

como afirmou Hohn (1947, 1956 e 1961), que citou

inclusive, para o pato e o ganso doméstico, que os

maiores lobos encontrados foram os caudais, enquanto

para os falconídeos, passeriformes e columbídeos

(Carvalho e Santana, 2003), os maiores foram aqueles

próximos ao ângulo da mandíbula.

Isto, provavelmente, decorre do facto que os columbídeos,

assim como os passeriformes e falconídeos,

por serem aves voadoras, apresentam a entrada da

cavidade celomática mais estreita que a dos galiformes

e anseriformes, principalmente pela grande massa dos

músculos peitorais, encurvados dorso-medialmente e

em justa posição com o pescoço e o inglúvio, os quais

estão projetados lateralmente em ambos os antímeros,

levando a um menor espaço para qualquer órgão

disposto nesta região (Carvalho e Santana, 2003).

Porém, não podemos fazer estas afirmações em

nosso trabalho, já que como relatado, o tamanho dos

lobos é variado, não apresentando, portanto, uma

padronização. Isto é, os maiores lobos podem estar

dispostos em qualquer segmento da cadeia de lobos

tímicos e não somente em uma região específica.

Outro fator a ser observado é o número total de

lobos que, quando confrontados com os resultados

encontrados na literatura, foram diferentes daqueles

comentados por Schwarze e Schröder (1972), Payne
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(1971), Nickel et al. (1977), Kendall (1980), Getty

(1981), King e Mclelland (1984), Onyeanusi et al.

(1991), Santana et al. (2000), Pereira (1998); Santana

et al. (2001), Nascimento (2002) e Carvalho e Santana

(2003), quando observados os valores mínimos e

máximos, sendo este um fator de variação individual,

decorrente da família, género ou linhagens diferentes.

Por outro lado, quando o número de lobos tímicos é

trabalhado no concernente às suas médias, fica patente

que não existem grandes disparidades entre os diferentes

galiformes e o pombo doméstico (Carvalho e Santana,

2003), já que a média para os primeiros é de 13 lobos

por antímero contra 9 para os últimos, mostrando desta

forma, similitudes entre os diferentes géneros trabalhados,

o que vem corroborar com a hipótese de um padrão

semelhante para a distribuição dos lobos nos diferentes

grupos de aves domésticas (Carvalho e Santana, 2003),

apesar de termos levado em conta às características

anatómicas inerentes a cada género, gerando assim, a

necessidade de novas avaliações deste porte para os

perus, patos, gansos e outras aves silvestres, para confirmação

destas variáveis.

Quanto ao descrito por Getty (1981), Santana et al.

(2000), Santana et al. (2001) e Nascimento (2002),

referente à penetração do tecido tímico pela glândula

tireóide, cabe dizer que somos concordantes com tal

afirmação, já que tal facto ocorreu em 7 exemplares

estudados, sendo nossa opinião coadunante com a de

Santana et al. (2001), onde de acordo com a grande

variabilidade de tamanho e proximidade topográfica

apresentada pelos órgãos, as chances desta interação

estão aumentadas, principalmente quando tratados os

lobos tímicos situados mais caudalmente.

Para os dados métricos do timo e seus lobos notamos

correlações positivas e negativas de baixa e média

intensidade, o que caracteriza que quanto maior o

número de lobos tímicos, maior será o timo como

órgão e menor o tamanho dos lobos individualmente.

No entanto, as variações de intensidade destas correlações

ocorrem, provavelmente, por inferência direta

com a idade, sugerindo que o processo de desenvolvimento

do órgão pode sofrer interferência pela última,

face à utilização de aves com idades variadas.

As posições dos lobos tímicos também não interferem

no comprimento dos mesmos, já que mantém correlações

de baixa intensidade e com tendência a

nulidade, mas, quando correlacionadas com o número

de lobos de ambos os antímeros, o que denota é que a

posição do lobo interfere, de forma positiva com o

número de lobos, indicando que quanto mais lobos

mais preferencialmente estes se colocam em posição

dorsolateral e ventrolateral.

No entanto, estes eventos não encontram reparo na

literatura compulsada, já que não foram elementos de

trabalho para nenhum os autores consultados, inclusive

os específicos como é o caso de Onyeanusi et al.

(1991), Pereira (1998), Santana et al. (2001) e

Nascimento (2002).

Conclusões

Os timos das galinhas de Angola encontram-se

distribuídos no pescoço, em ambos os seus antímeros,

na forma de lobos individualizados, com formatos

irregulares medindo em média 1,12 cm de comprimento,

0,34 cm de largura e 0,22 cm de espessura,

com número médio de 13,33 lobos por antímero,

situados preferencialmente nos três terços do pescoço

e em posição dorsolateral ao plexo vasculoneural do

pescoço.

Porém, o número de lobos tímico correlaciona-se

diretamente ao tamanho do timo como órgão, mas, o

comprimento, a largura e a espessura dos lobos não

interferem nas posições ocupadas pelos mesmos.

Desta forma, os modelos dos arranjos tímicos da

galinha de Angola podem ser considerados semelhantes

a outros galiformes e columbídeos, mostrando

que as modificações genéticas provocadas pelo

homem para o género Gallus não influenciaram no

padrão de distribuição do timo, resguardando as

devidas diferenças individuais nas proporções para as

correlações biométricas observadas.

No entanto, novas observações para os parâmetros

trabalhados devem ser levadas em consideração para

outras espécies de aves domésticas como o peru,

ganso, pato, etc., assim como as aves silvestres, para

complementação dos resultados obtidos.
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Resumo: No presente trabalho, foram utilizados 20 espécimes

de Kerodon rupestris, 5 fêmeas e 15 machos. Após o preenchimento

do sistema arterial com neoprene-látex 450 corado com

pigmento específico, foi realizada dissecação para observação

da disposição dos ramos do arco aórtico. Em 13 preparações

(65%), originou-se do tronco braquiocefálico no sentido crânio-

-dorsal a artéria subclávia direita e posteriormente o tronco

bicarotídeo, o qual origina as artérias carótidas comuns direita e

esquerda. Em seis casos (30%), o tronco braquiocefálico

originou primeiramente a artéria carótida comum esquerda,

depois, separadamente, um tronco da artéria subclávia direita e

artéria carótida comum direita. Em um único animal (5%) o

tronco braquiocefálico trifurcou-se, originando as artérias

subclávia direita, carótida comum direita e carótida comum

esquerda. Em todos os casos os únicos ramos que emergiram do

arco aórtico foram o tronco braquiocefálico e a artéria subclávia

esquerda.

Palavras-chave: anatomia comparativa, sistema circulatório,

roedores

Summary: In this study 20 specimens of Kerodon rupestris,

5 females and 15 males were used. After performing the injections

with neoprene-latex 450 stained with specific pigment,

animals were dissected for description of aortic arch branches.

In 13 preparations (65%), the right subclavian artery was

originated from braquiocephalic trunk, from which also

emerged the bicarotid trunk originating the right and left

common carotid arteries. The left common carotid artery was

originated from braquiocephalic trunk in 6 cases (30%),

followed by the right subclavian artery and right common

carotid artery in the trunk. The braquiocephalic trunk divided

into three branches: the right subclavian artery and right and left

common carotid arteries, only in one animal (5%). The left

subclavian artery originated directly from the aortic arch in all

the cases.

Keywords: comparative anatomy, circulatory system, rodents

Introdução

A caatinga é caracterizada pela presença de arbustos

espinhosos e florestas sazonalmente secas, cobrindo a

maior parte dos estados do Piauí, Ceará, Rio Grande

do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,

Bahia e a parte nordestina de Minas Gerais. Este

ecossistema é marcado por um regime de chuvas

extremamente irregular de ano para ano, o que resulta

em secas severas periódicas (Krol et al., 2001; Chiang

e Koutavas, 2004). A maioria das chuvas (50-70%) se

concentra em três meses consecutivos (fevereiro,

março e abril) apesar da alta variação anual e dos

longos períodos de seca serem freqüentes (Nimer,

1972).

A caatinga tem sido descrita como um ecossistema

pobre em espécies e endemismo (Vanzolini et al.,

1980; Andrade-Lima, 1982; Prance, 1987). Entretanto,

Leal et al. (2003) ressaltam que estudos recentes têm

desafiado esse ponto de vista e demonstrado a

importância da caatinga para a conservação da biodiversidade

brasileira. A caatinga é uma anomalia

climática e funciona como um importante laboratório

para estudos de adaptação a um regime de chuvas

altamente variável e estressante por parte das plantas,

invertebrados e vertebrados (Leal et al., 2005). Os

roedores são animais que apresentam extraordinárias

variedades de adaptações ecológicas e suportam os

mais variados tipos de climas e altitudes, podendo

com isso apresentar grande número de adaptações

funcionais. O estudo destes animais contribui para o

avanço das ciências morfológicas, ampliando o

conhecimento de sua biologia, além disso, vem

revelando a grande importância da fauna silvestre da

região, e isso tem favorecido a sua preservação.

No nordeste, entre essas espécies está o mocó –

Kerodon rupestris, um mamífero roedor da família

Caviidae, evolutivamente próximo ao porquinho-da-

-índia (Cavia porcellus). O mocó ocorre em afloramentos
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rochosos na caatinga, é altamente arborícola e se

alimenta de folhas e botões das árvores que tendem a

se agrupar nesses microhabitats mais mésicos

(Lacher, 1981). É um animal altamente adaptado a

condições de temperatura elevada, escassez de

alimento e água, principalmente em períodos de

grande seca que periodicamente devasta a região do

semi-árido nordestino.

O arco aórtico foi estudado em ratos de laboratório

(Hebel e Stromberg, 1982), porquinhos da índia

(Cooper e Schiller, 1975; Kabak e Haziroglu, 2003),

cutia (Carvalho et al., 1993), castor (Grasse e

Dekeiser, 1995), pacas (Oliveira et al., 2001), porcos

espinhos (Atalar et al., 2003), gambás (Reckzigel et

al., 2003) e chinchilas (Araújo et al., 2004). Para

roedores, Grasse e Dekeiser (1995) descreveram que,

do arco aórtico origina-se o tronco braquiocefálico,

no qual surge primeiro e separadamente a artéria

subclávia esquerda e a artéria carótida comum esquerda.

Depois emergiu um tronco comum formado pela artéria

subclávia direita e artéria carótida comum direita.

Verifica-se na literatura a escassez de dados sobre a

anatomia dos mocós. O presente trabalho teve como

objetivo contribuir com o conhecimento da anatomia

desse animal, descrevendo o comportamento do arco

aórtico e seus ramos, sendo este o foco de algumas

pesquisas envolvendo morfologia de animais silvestres.

Estabeleceu-se assim, um modelo padrão e suas principais

variações para esta espécie.

Material e métodos

No presente trabalho foram utilizados 20 mocós (15

machos e 5 fêmeas), que vieram a óbito por causas

naturais no Centro de Multiplicação de Animais

Silvestres da Universidade Federal Rural do semi-

-árido do Rio Grande do Norte (CEMAS/UFERSARN),

autorizado para criação com fins científicos pelo

IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renováveis) - registro IBAMA-RN

nº 12.492 – 004 (Figura 1). Procedeu-se a seguir a

abertura da caixa torácica e do saco pericárdico para

posterior corte do ápice cardíaco, objetivando a canulação

da Aorta através do ventrículo esquerdo. Em

seguida, foi injetada solução salina para lavagem do

sistema arterial, seguindo-se a injeção de neoprene

látex 450 corado em vermelho para facilitar a visualização

do sistema arterial. As peças permaneceram sob

água corrente por uma hora para polimerização do

material injetado. Após este tempo, foram imersas em

formol a 10% para fixação, no prazo mínimo de 72

horas. Procedeu-se, então, a dissecação para observação

da disposição dos colaterais do arco aórtico. Os

resultados foram registrados através de desenhos

esquemáticos e imagens fotografadas.

Para descrever os resultados encontrados utilizou-se

a nomenclatura universal do ICVGAN (2005).

Resultados

Em mocó, o arco aórtico originou, primeiramente,

o tronco braquiocefálico e em seguida a artéria

subclávia esquerda. O tronco braquicefálico, após

trajeto no sentido crânio-dorsal, originou as artérias

carótidas comum direita e esquerda e lateralmente a

artéria subclávia direita. As artérias carótidas comum

seguem a área lateral da traquéia, junto com o tronco

vagossimpático do sistema nervoso autônomo. A

artéria subclávia esquerda originou os seguintes

ramos: a artéria vertebral, a artéria torácica interna, o

tronco costocervical e a artéria cervical superficial.

Após a emissão desses ramos, a artéria subclávia

esquerda, ao alcançar o espaço axilar, passa a ser

denominada de artéria axilar e possui um maior

calibre em relação aos outros ramos derivados da

artéria subclávia, podendo ser considerada a continuação

da artéria subclávia esquerda. A artéria subclávia

direita, embora possua origem cranial e uma trajetória

homóloga a primeira, originou os mesmos ramos em

todos os mocós estudados.

O comportamento descrito variou em alguns animais

a respeito da origem da artéria subclávia direita e das

artérias carótidas comum direita e esquerda. Em 13

animais, aproximadamente, 65% dos casos, o tronco

braquiocefálico originou primeiro a artéria subclávia

direita e em um tronco separado das artérias carótidas

comum esquerda e direita surgiram definindo este

comportamento de tronco bicarotídeo (Figura 2-A e

Figura 1 - Fotografia do mocó (Kerodon rupestris) em cativeiro no

Centro de Multiplicação de Animais Silvestres da Universidade Federal

Rural do semi-árido do Rio Grande do Norte (CEMAS/UFERSA-RN).
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Figura 3). Em seis animais, ou cerca de 30%, o tronco

braquiocefálico originou primeiro a artéria carótida

comum esquerda, depois separadamente um tronco da

artéria subclávia direita e artéria carótida comum

direita (Figura 2-B). Em um único animal (5%) a

divisão do tronco braquiocefálico apresentou um

aspecto de trifurcação dando origem às artérias carótidas

comum esquerda e direita e a artéria subclávia

direita (Figura 2-C).

Discussão

O presente trabalho é pioneiro na descrição do arco

aórtico e seus ramos no mocó, portanto a discussão a

seguir faz uma análise comparativa utilizando os

resultados descritos para espécies silvestres, em

especial com roedores.

A descrição feita por Grasse e Dekeiser (1995) estabeleceu

um modelo comportamental para roedores

onde do arco aórtico originava apenas o tronco

braquiocefálico, de onde primeiro surgia a artéria subclávia

esquerda e a artéria carótida comum esquerda e

separadamente emergia um tronco comum formado

pela artéria subclávia direita e a artéria carótida

comum direita. O arranjo do arco aórtico e seus ramos

em mocó não seguiu essa descrição de padrão comportamental

feita para roedores.

Segundo Reckzigel et al. (2003), estudando 28 gambás,

do arco aórtico emergiu o tronco braquiocefálico

e a artéria subclávia esquerda. A partir do tronco

braquiocefálico originou-se em 11 animais primeiramente

a artéria subclávia direita e, posteriormente, o

tronco bicarotídeo formado pelas artérias carótidas

comum direita e esquerda, sendo que este padrão foi

coincidente com o encontrado na maioria dos casos

(65%) em mocós. Esse comportamento também foi

encontrado em porquinho da índia por Cooper e

Schiller (1975) e Kabak e Haziroglu (2003), em cutia

por Carvalho et al. (1993), em castor por Grasse e

Dekeiser (1995). Entretanto esse comportamento de

tronco bicarotídeo foi ausente em pacas (Oliveira et

al., 2001), porcos espinhos (Atalar et al., 2003) e

chinchilas (Araújo et al., 2004).

Estudos feitos em chinchila por Araújo et al. (2004),

verificaram que na maioria dos animais, do arco

aórtico surgia o troco braquiocefálico e a artéria

subclávia esquerda, e que o tronco braquiocefálico

originou primeiro a artéria carótida comum esquerda e

logo após, a artéria subclávia direita emergiu em

tronco com a artéria carótida comum direita. Esse

comportamento também foi encontrado em 30% dos

animais utilizados neste trabalho. Esse arranjo apareceu

em todas as pacas estudadas por Oliveira et al.

(2001), bem como em ratos de laboratório (Hebel e

Stromberg, 1982), cutia (Carvalho et al., 1993),

porquinhos da índia (Kabak e Haziroglu, 2003) e

como uma variação em gambás (Reckzigel et al.

2003). Outro comportamento encontrado em gambás

(Reckzigel et al., 2003) foi a formação, a partir do

tronco braquiocefálico, de uma trifurcação que deu

origem às artérias subclávia direita, carótida comum

direita e carótida comum esquerda. Essa disposição

apareceu em 5% dos mocós estudados.

Para Atalar et al. (2003) em porco espinho,

Reckzigel et al. (2003) em gambá, Araújo et al. (2004)

em chinchila, do arco aórtico emergiu o tronco

braquiocefálico, a artéria carótida comum esquerda e

artéria subclávia esquerda. Essa disposição apareceu

Figura 2 - Representação do arco aórtico e seus colaterais (A-C), no

mocó (Kerodon rupestris). 1. arco aórtico, 2. tronco braquiocefálico,

3. artéria subclávia esquerda, 4. artéria subclávia direita, 5. artéria

carótida comum direita, 6. artéria carótida comum esquerda

Figura 3 - Fotografia do arranjo mais freqüente do arco aórtico e seus

colaterais no mocó. ACCD: artéria carótida comum direita, ACCE: artéria

carótida comum esquerda, TBC: tronco bicarotídeo, TB: tronco braquiocefálico,

ASD: artéria subclávia direita, ASE: artéria subclávia esquerda
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em todos os casos de porco espinho estudados por

Atalar et al. (2003), e como uma variação em gambá

(Reckzigel et al., 2003) e chinchila (Araújo et al.,

2004). Entretanto em mocó, esse padrão não foi

encontrado em nenhuma de nossas preparações,

evidenciando que os únicos ramos que emergiram do

arco aórtico foram o tronco braquiocefálico e a artéria

subclávia esquerda, ocorrendo variação apenas na

origem da artéria subclávia direita e das artérias

carótidas comum direita e esquerda.

Em resumo, os ramos do arco aórtico em mocós

mostraram similaridade aos observados em outros

animais silvestres. Os resultados desse trabalho

poderão contribuir para o avanço das pesquisas no

campo da anatomia comparativa.
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Resumo: No gato, os sarcomas cutâneos apresentam comportamento

biológico agressivo, recidivando frequentemente e

metastizando. Apesar das características histopatológicas de

grande malignidade destes tumores, as alterações genómicas

das células neoplásicas permanecem mal caracterizadas. Os

estudos da ploidia de ADN fornecem informações mais precisas

do comportamento biológico dos tumores e têm sido cada vez

mais utilizados na obtenção de informação com validade

prognóstica. Neste estudo avaliamos o conteúdo de ADN das

células neoplásicas de 41 sarcomas dos tecidos moles do gato,

através da técnica de citometria de imagem, com especial

interesse na caracterização das seguintes variáveis citométricas:

ploidia de ADN, índice de ADN (IA) e percentagem de células

com conteúdo de ADN superior a 2,5c, 5c e 9c. O acompanhamento

clínico foi possível para 33 dos casos analisados,

tendo-se relacionado as variáveis citométricas com a sobrevida,

na tentativa de avaliar a sua importância como factores de

prognóstico. Os sarcomas felinos apresentaram aneuploidia de

ADN em 34 neoplasias (82,9%) e o valor médio de IA foi de

1,5, notando-se frequentemente fracções celulares com conteúdos

de ADN superiores a 5c e 9c. As variáveis citométricas

avaliadas não apontaram para associação significativa com a

sobrevida, à excepção da variável citométrica fracção de

células>2,5c, revelando prognóstico mais favorável para os

gatos cujas neoplasias continham esta fracção elevada. Do

presente trabalho resulta que as variáveis citométricas avaliadas

têm baixa importância como factores de prognóstico, neste

tipo de patologia. No entanto, os fenómenos de instabilidade

genética podem estar relacionados com o comportamento

biológico agressivo e desempenhar um papel importante na

patogenia dos sarcomas felinos.

Palavras-chave: gato; sarcomas; factores de prognóstico;

conteúdo de ADN; ploidia de ADN

Summary: The soft tissue sarcomas in cats have aggressive

biological behaviour with frequent recurrence and occurrence

of metastases. Despite their malignant histopathological

features, tumour cell genomic alterations remain poorly

evaluated. Nuclear DNA content studies provide more accurate

information about biological neoplasic behaviour and are relevant

prognostic parameters in many tumour types. In this study,

41 feline soft tissue sarcomas have been evaluated by image

cytometry, with particular interest for the following cytometric

variables: DNA ploidy, DNA index (IA) and number of cells

exceeding 2,5 c, 5c and 9 c. The follow-up was possible to

determinate in 33 cats, in which the prognostic value of the

aforementioned cytometric variables was tested. The feline

sarcomas showed DNA aneuploidy in 34 (82,9%) of the

analysed cases. The IA average was 1,5 and frequently there

were cell fractions exceeding 5c and 9c. The cytometric

variables have no significant prognostic value, except for the

number of cells exceeding 2,5c, revealing better prognosis for

cats with higher levels for this parameter. From this work it was

concluded that cytometric variables have no significant

prognostic value, but genetic instability events could be related

to aggressive biological behaviour and could take part in feline

sarcomas pathogenesis.

Keywords: cat, sarcomas, prognostic factors, DNA content,

DNA ploidy

Introdução

Classicamente a caracterização das neoplasias é

realizada com base nas características citológicas e

histológicas. Contudo, à medida que novos conhecimentos

emergem, novas técnicas são usadas para

apoiar o diagnóstico histológico, estabelecer o

prognóstico e melhorar o conhecimento da história

natural das neoplasias. A avaliação de anomalias

cromossómicas torna-se particularmente útil no

diagnóstico dos sarcomas dos tecidos moles indiferenciados.

A citogenética constitui uma ferramenta

importante para o médico patologista, já que a

maioria dos sarcomas dos tecidos moles contêm

aberrações cromossómicas, muitas das quais carac-
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terísticas de alguns tipos histológicos. Infelizmente, a

análise citogenética é laboriosa estando o seu sucesso

dependente do êxito do citogeneticista em cultivar as

células tumorais (Fletcher, 1995). Em Medicina

Veterinária a sua aplicação está limitada pela sua

grande exigência, quer em recursos económicos, quer

em meios técnicos. A técnica de citometria de

imagem, no entanto, permite a análise de material de

arquivo, possibilitando ao operador uma monitorização

activa na selecção das células e na rejeição de

artefactos (Pape et al., 1992; Mitchie et al., 1994),

permitindo a caracterização da ploidia de ADN

assim como desenvolver estudos retrospectivos que

relacionam o tempo de sobrevida com os parâmetros

avaliados na pesquisa de factores de prognóstico

(Soini et al., 1992; Pape et al., 1992; Cattoretti et al.,

1992; Baas et al., 1994; Clemo et al., 1994; Stenersen

et al., 1994; Jösten e Rudolph, 1997; Subdo et al.,

2001). Vários estudos de citometria de imagem e de

fluxo encontraram associação entre a ploidia de

ADN e o grau histológico (Pape et al., 1992; Clemo et

al., 1994; Böcking et al., 1994; van Velthoven et al.,

1995b), a metastização (Lee et al., 1994), a

recorrência (Böcking et al., 1994; Lee et al., 1994)

e a progressão da doença (Sazaki et al., 1992;

Zarbo, 1995; Subdo et al., 2002) em vários tipos de

neoplasias.

No presente trabalho caracterizaram-se mais profundamente

os sarcomas dos tecidos moles felinos

através da técnica de citometria de imagem tentando-

-se ainda obter algumas informações sobre o acompanhamento

clínico dos animais no sentido de

averiguar a importância dos parâmetros avaliados

como factores de prognóstico.

Material e métodos

Neste trabalho estudaram-se 47 sarcomas dos tecidos

moles de gatos, recorrendo a amostras incluídas

em parafina, do arquivo histológico do Laboratório de

Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina

Veterinária da Universidade Técnica de Lisboa.

Foram efectuados cortes de 6 μm de espessura

que foram depositados em lâminas revestidas por

poli-L-lisina (Sigma). Procedeu-se à coloração de

Feulgen utilizando-se o "kit" de coloração "CAS

DNA" (Becton Dickinson, Cell Analysis System,

Emhurst, III). Este "kit" de coloração utiliza a tionina

para marcar especificamente o ADN nuclear,

produzindo uma coloração azul da cromatina. Esta

marcação é feita de forma estequiométrica resultando

numa intensidade de coloração proporcional à quantidade

de ADN (Martinez-Nistal et al., 1993; Lee et al.,

1994; Cohen et al., 2001; Haroske et al., 2001).

Todo o procedimento foi realizado de acordo com as

indicações do fabricante. Em cada banho de coloração

foi incluída uma lâmina com hepatócitos de rato para

calibração do citómetro de imagem e controlo externo

da coloração. Após desparafinação e hidratação, as

preparações histológicas, juntamente com uma lâmina

de calibração, foram submetidas a hidrólise ácida

numa solução de ácido clorídrico 5N (Merck) durante

60 minutos, sendo depois transferidas para a "solução

de coloração" onde ficaram durante 60 minutos, após

os quais foram submetidas a três passagens sucessivas

pela "solução de lavagem". Seguiram-se a diferenciação

em álcool ácido a 1%, desidratação e montagem

com Entellan® (Merck). As preparações histológicas

foram guardadas ao abrigo da luz até posterior leitura

(Oliveira et al., 2005).

Análise do conteúdo de ADN

A quantificação e interpretação dos resultados

foram efectuadas no sistema de análise de imagem

CAS 200® (Cell Analysis System, Inc., Elmhurst, III)

através do programa "Quantitative DNA Analysis

3.0". Este programa permite medir o conteúdo de

ADN nuclear em cortes de tecidos e estabelecer a

correcção entre o conteúdo de ADN de um núcleo

individual e a espessura do corte. Uma vez quantificado,

o conteúdo de ADN foi expresso em "unidades c"

(onde o "c" representa a quantidade de ADN de uma

célula haplóide de cromossomas monocromatídicos).

A ploidia foi determinada como "ploidia de ADN"

para diferenciá-la claramente da contagem cromossómica

obtida pelas técnicas de citogenética (Chieco e

Derenzini, 1999).

Após a calibração do aparelho com a lâmina

contendo hepatócitos de rato, procedeu-se à análise

das preparações histológicas das neoplasias em

estudo. Analisou-se em cada lâmina o valor médio do

pico G0/G1 de um número mínimo de vinte linfócitos

peritumorais. Os linfócitos funcionaram como controlo

interno da ploidia de ADN, constituindo a população

de células de referência para definir o pico G0/G1

diplóide de ADN (2c). A análise do conteúdo de ADN

das células neoplásicas foi realizada através da leitura

de um mínimo de cem núcleos bem focados e preservados,

evitando-se os sobrepostos, destruídos ou

marginais (Bacus et al., 1993; van Velthoven et al.,

1995a; Reeder et al., 1997; Oliveira et al., 2005).

Os resultados da análise de citometria de imagem

foram apresentados sob a forma de histogramas de

ADN, representando a distribuição da população

celular em função da intensidade da coloração do

ADN nuclear. Através da análise dos histogramas

foram avaliados os seguintes parâmetros: a ploidia de

ADN, índice de ADN (IA), percentagem de células

com teor de ADN superior a 2,5c, 5c e 9c.

Na interpretação dos histogramas de ADN consideraram-

se os seguintes conceitos:

População de células de referência: população de

células não neoplásicas com conteúdo de ADN

conhecido, funcionando como garantia de controlo e da

reprodutibilidade da análise e permitindo estabelecer
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o pico diplóide (Wied et al., 1989; Hardisson et al.,

1993; Lee et al., 1994).

População diplóide (2c): população com conteúdo

de ADN considerado idêntico ao das células de referência

para uma determinada espécie (Orfao et al.,

1993; Stöckle et al., 1993; Wheless et al., 1993; Lee

et al., 1994).

População aneuplóide: população ou clone celular

com conteúdo de ADN anormal, como tal, diferente

da população celular diplóide de referência (Wheeless

et al., 1993; Lee et al., 1994).

Para cada uma das neoplasias em estudo foi

identificado o pico G0/G1 e calculados o IA, o

desvio-padrão e o coeficiente de variação (CV).

O IA representa a razão entre o valor médio de

conteúdo de ADN do pico G0/G1 da população de

células em estudo e do pico G0/G1 das células de

referência.

Definiu-se a região diplóide de ADN como o

conteúdo de ADN compreendido entre o valor médio

do pico G0/G1 da população de referência ± 2

desvios-padrão (Oliveira et al., 2005). As neoplasias

que apresentavam o pico G0/G1 compreendido nesta

região foram classificadas como diplóides de ADN.

Por sua vez, aquelas cujos picos G0/G1 se localizavam

fora desta região, foram classificadas como aneuplóides

de ADN (Raju et al., 1993; Oliveira et al.,

2005). Os tumores que apresentaram histogramas de

ADN com duas ou mais populações aneuplóides

foram classificados como multiplóides.

O CV do pico G0/G1 da população de referência é

uma medida de precisão que exprime a variabilidade

da população celular estudada (Orfao et al., 1993; Lee

et al., 1994) e serviu como controlo de qualidade dos

estudos citométricos realizados.

Foram avaliadas também as percentagens de células

com conteúdo de ADN superior a 2,5c, 5c e 9c. As

células com conteúdo de ADN superior a 2,5c poderão

corresponder a células em proliferação, enquanto que

as células com valor de ADN superior a 5c indicam

muito possivelmente núcleos verdadeiramente aneuplóides.

A população de células com conteúdo de

ADN superior a 9c representa núcleos aneuplóides,

muito aberrantes e com conteúdo de ADN muito elevado

(Auer et al., 1980).

Estudo da sobrevida

Os animais em estudo foram sujeitos a excisão

cirúrgica para extirpação do tumor primário, sem

tratamento adicional. O seguimento clínico foi possível

para 33 animais e a data do final do estudo foi 31 de

Dezembro de 2002. Foram registadas as datas da

cirurgia e a eventual data da morte natural ou por

eutanásia através de contacto telefónico com o clínico

veterinário assistente. Quando alguma destas informações

não estava disponível, e sempre que possível,

foram contactados os proprietários dos animais. Os

resultados ambíguos ou incompletos foram eliminados

do estudo. Estas informações foram utilizadas para a

determinação do parâmetro denominado tempo de

sobrevida total (TST), definido pelo intervalo de

tempo (em dias) desde a data da primeira excisão até

à data da morte do animal ou à data final do estudo.

Análise estatística

Os resultados foram expressos em frequências

absolutas e relativas (percentagens) e para as variáveis

numéricas foi calculada a mediana, valores mínimo e

máximo, e utilizou-se a mediana como valor "cut off".

A sobrevida global foi calculada pelo método de

Kaplan-Meyer. As variáveis citométricas foram

categorizadas em dois grupos e relacionadas com o

TST. Foram calculadas as medianas do TST para cada

uma das categorias, e as diferenças entre os grupos

foram comparadas pelo teste de log-rank, com o

objectivo de estudar a sua importância como possíveis

factores de prognóstico.

As associações encontradas foram consideradas

significativas para valores de p<0,05.

Resultados

Das 47 neoplasias examinadas não foi possível a

caracterização citométrica de 6 casos, devido à

sobreposição excessiva dos núcleos ou a condições de

fixação deficientes, pelo que o estudo das variáveis

citométricas ficou limitado a 41 neoplasias.

Ploidia de ADN

Observou-se aneuploidia em 34 (82,9%) das

neoplasias estudadas. Apenas 7 sarcomas (17,1%)

da amostra deste estudo apresentaram conteúdo

de ADN diplóide. Dentro da categoria dos

tumores aneuplóides, 11 neoplasias destacaram-se

pela presença de clones múltiplos, tendo sido considerados

multiplóides (Tabela 1). As Figuras 1, 2 e 3

representam histogramas obtidos duma neoplasia com

conteúdo diplóide, aneuplóide e multiplóide de ADN,

respectivamente.

N.º de núcleos

Figura 1 - Histograma diplóide de ADN

Conteúdo de ADN (picogramas)
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Índice de ADN (IA)

O valor mediano de IA dos sarcomas foi de 1,5 (mínimo-

1,03, máximo- 2,17). Para efeitos de comparação

com as variáveis patológicas, utilizou-se este valor

como "cut off" para definir os intervalos de baixo (<1,5)

e alto (≥1,5) IA. Dos sarcomas analisados, 58,5%

apresentaram IA alto e 41,5% IA baixo (Tabela 1).

Fracção de células com conteúdo superior a 2,5c,

5c e 9c

Cada uma destas variáveis foi categorizada em dois

subgrupos utilizando-se o valor da mediana como

valor "cut off", como sumariado na Tabela 1.

Estudo da importância das variáveis

citométricas como factores de prognóstico

Este estudo foi limitado aos 33 animais cujo seguimento

clínico foi possível.

Para comparação das variáveis citométricas com os

tempos de sobrevida, categorizou-se em dois grupos a

variável ploidia de ADN: diplóides de ADN e aneuplóides

de ADN.

Foi possível observar associação estatística significativa

para a variável citométrica "fracção de células

>2,5c" (p=0,01), revelando prognóstico mais favorável

os gatos cujas neoplasias continham esta fracção

elevada. As outras variáveis citométricas avaliadas não

Figura 2 - Histograma aneuplóide de ADN Figura 3 - Histograma multiplóide deADN

N.º de núcleos

N.º de núcleos

Conteúdo de ADN (picogramas) Conteúdo de ADN (picogramas)

Tabela 1 - Variáveis citométricas observadas

Variáveis citométricas: n %

Ploidia de ADN Diplóide 7 17,1

Aneuplóide 23 56,1

Multiplóide 11 26,8

Índice de ADN Baixo 17 41,5

Elevado 24 58,5

Fracção de células com conteúdo de ADN >2,5c Baixo 18 43,9

Elevado 23 56,1

>5c Baixo 23 56,1

Elevado 18 43,9

>9c Baixo 20 70,7

Elevado 12 29,3

Tabela 2 - Características citométricas das neoplasias e análise univariada com os tempos de sobrevida total de 33 gatos

Variáveis N.º gatos (%) TST (dias) (Mediana) p (log rank)

Ploidia de ADN Diplóide 5 (15,2) 248 0,33

Aneuplóides 28 (84,2) 351

Índice de ADN Baixo 13 (39,4) 248 0,42

Alto 20 (60,6) 351

>2,5c Baixo 13 (51,5) 231 0,01*

Alto 20 (60,6) 456

>5c Baixo 17 (51,5) 244 0,11

Alto 16 (48,5) 379

>9c Baixo 23 (69,7) 334 0,27

Alto 10 (30,3) 437

* Valor estatisticamente significativo. TST: Tempo de sobrevida total.
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revelaram associação significativa com a sobrevida,

ou seja, não se registou uma diferença estatisticamente

significativa da sobrevida total entre as neoplasias

com conteúdo diplóide e as aneuplóides. No entanto,

observou-se uma tendência para que os grupos de

gatos com neoplasias aneuplóides de ADN ou

fracções elevadas de células com conteúdo >5c e >9c,

revelassem valores superiores de mediana para o

tempo de sobrevida (Tabela 2).

Discussão

A instabilidade genética é uma das características

das células neoplásicas e a expressão gradual de

alterações génicas com aumento da malignidade

histológica tem sido implicada na carcinogénese

(Hollstein et al., 1991; Böcking et al., 1994; Pihan e

Doxsey, 1999; Plaja et al., 2001; Krishnamurthy e

Sneige, 2002). A maioria das neoplasias sólidas exibe

aberrações cromossómicas, sugestivas de aneuploidia

e mesmo as células diploídes de ADN mostram

frequentemente desarranjos no emparelhamento de

cromossomas (Auer et al., 1989; Loeb, 1991; Turker,

1998). A quantidade de ADN nuclear pode ser modificada

pelos seguintes mecanismos: replicação,

poliploidização, ganho ou delecção. Cada um destes

eventos provoca alterações nas dimensões e no

número de cromossomas (Böcking et al., 1994;

Enchev, 1998).

No presente estudo, 82,9 % dos sarcomas analisados

apresentaram conteúdo de ADN aneuplóide e apenas

17,1 % eram diplóides de ADN e o índice de ADN (IA)

variou entre 1,03 e 2,17. O facto de que a maioria

dos sarcomas estudados apresentaram aneuploidia de

ADN pode reflectir-se no comportamento biológico

agressivo destas neoplasias e sugerir que possam estar

envolvidos no processo de carcinógenese fenómenos

de instabilidade genética com repercussões nas

alterações cromossómicas numéricas, evento já

descrito na literatura (Duesberg, 1999). A aneuploidia

de ADN é o parâmetro citométrico equivalente da

aneuploidia cromossómica avaliada pela citogenética

e serve de marcador neoplásico, reflectindo alterações

genómicas de larga escala devidas à instabilidade

genética e servindo de marcador de prognóstico para

neoplasias de muitos tipos (Haroske et al., 2001). As

alterações genéticas progressivas podem induzir

propriedades fenotípicas associadas à malignidade,

tais como rápido crescimento e capacidade de metastização

(Auer et al., 1989; Shackney e Shankey, 1997).

Lesões aneuplóides têm tendência a corresponder a

células menos diferenciadas (Nenning et al., 1997). As

neoplasias multiplóides de ADN estão associadas a

comportamento biológico mais agressivo em alguns

tipos de tumores (Lorenzato et al., 2000; Subdo et al.,

2001).

A detecção de células aneuplóides >5c e >9c é

importante por poderem ser marcadores de instabilidade

e agressividade das neoplasias de tecidos onde

não se dá o fenómeno de poliploidia fisiológica

(Böcking et al., 1994; van Velthoven et al., 1995b;

Lorenzato et al., 2000; Subdo et al., 2002). Vários

estudos encontraram correlação entre o número de

células >5c e o grau citológico / histológico (Siitonen

et al., 1993; Schapers et al., 1993; van Velthoven et

al., 1995a), o estadio (Schapers et al., 1993; Nenning

et al., 1997) e a progressão da doença (Schapers et al.,

1993), nomeadamente para os sarcomas humanos

(Mitchie et al., 1994).

A importância no prognóstico das variáveis

citométricas nos sarcomas dos tecidos moles é controversa

(Calonje e Fletcher, 1995). No nosso estudo não

foi observada uma diferença significativa entre a

sobrevida dos gatos que apresentaram tumores

diplóides e os aneuplóides. Por outro lado os sarcomas

aneuplóides, normalmente descritos como os mais

agressivos, apresentaram valores ligeiramente

superiores de TST. Outros estudos em alguns tipos de

sarcomas como os rabdomiossarcomas, encontraram

resultados semelhantes, ou seja, os casos hiperdiplóides

com maior sobrevida aos 5 anos,

quando comparados com os casos diplóides (De

Zen et al., 1997; Pohar-Marinsek et al., 2003). Muitas

das neoplasias aqui classificadas como diplóides

poderão conter alterações genéticas abaixo do limite

da resolução da citometria de imagem, apenas

detectadas por técnicas mais sensíveis como o FISH

ou o PCR.

As outras variáveis citométricas avaliadas não apresentaram

associação significativa com a sobrevida,

revelando, de forma inesperada, valores de mediana

para tempos de sobrevida superiores nos grupos de

gatos com neoplasias com fracções elevadas de

células com conteúdo de ADN superior a 5c e 9c, ao

contrário de vários estudos prévios, que associaram

estes parâmetros a comportamento biológico

agressivo (Schapers et al., 1993; Siitonen et al.,

1993; Epp et al., 1996; Lorenzato et al., 2000; Subdo

et al., 2002). Num estudo de sarcomas dos tecidos

moles humanos, com número idêntico de casos, foi

possível correlacionar a progressão da doença com a

ploidia de ADN, IA e fracções >2,5c e >5c, indicando

a técnica de citometria de imagem como instrumento

importante na obtenção de indicadores de prognóstico

válidos para os sarcomas dos tecidos moles para além

dos meios convencionais (Mitchie et al., 1994). A

citometria de imagem, apesar da vantagem de permitir

seleccionar as células morfologicamente, evitando

artefactos e células não tumorais, apresenta limite de

resolução para detectar pequenas alterações no

conteúdo de ADN como translocações, pequenas

amplificações ou mutações, sendo necessário estudos

com maior amostragem para precisar a importância da

ploidia de ADN como factor de prognóstico para os

sarcomas do gato.
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Resumo: Esta pesquisa teve por objetivo avaliar, radiograficamente,

a ocorrência de displasia coxofemoral em gatos sem raça

definida na cidade de São Paulo, Brasil. Foram avaliados de

acordo com as normas da Orthopedic Foundation For Animals,

50 animais (22 machos e 28 fêmeas) e foram positivos para a

doença 40% da amostra.

Summary: This research has the objective to evaluate the

occurrence of hip dysplasia in domestic cats in San Paulo,

Brazil. It was evaluated, according to Orthopedic Foundation

For Animals norms, 50 animals (22 males e 28 females) and

40% were positive for the disease.

Introdução

A displasia coxofemoral (DCF) tem-se destacado ao

longo dos anos como a patologia mais estudada pela

medicina veterinária ortopédica, mas as pesquisas

envolvendo gatos representam apenas uma pequena

parte destes estudos (Maki et al., 2000).

Os felinos domésticos, principalmente os animais

idosos podem apresentar, em maior ou menor grau,

algum tipo de lesão articular. Contudo, nem sempre

essas lesões manifestam sinais clínicos evidentes, o

que dificulta em muito o diagnóstico da patologia

(Hardie et al., 2002). Devido ao temperamento e à

dificuldade de contenção, é difícil realizar exames

clínicos adequados nos gatos domésticos, tornando

ainda mais difícil a observação sinais clínicos.

Quando os animais afetados começam a demonstrar

sintomas relacionados à lesão articular ou mesmo uma

simples relutância em andar, associada à perda do

apetite e dos hábitos comuns, é provável que a doença

já esteja em um grau avançado que, muitas vezes, é

incompatível com a vida.

Incidência em gatos

Em um relatório publicado pela Orthopedic

Foundation For Animals (OFA) foi descrito que 21,1%

dos gatos da raça Maine Coon apresentam algum grau

de DCF (Keller, 1996) e um estudo multirracial feito

pela Universidade do Missouri sugere que 6,6% dos

gatos são portadores da doença (Keller, 1999).

Descrição

A DCF é descrita como a má formação das estruturas

articulares com graus variáveis de luxação, afetando

machos e fêmeas em igual proporção podendo estar

presente em uma ou ambas as articulações (Henricson

et al., 1966). É causada por um fator poligênico recessivo

(Montgomery, 2000) com lesões agravadas por

fatores ambientais desfavoráveis como terrenos em

declive e pisos lisos. O excesso de exercícios com

sobrecarga muscular também contribui para o agravo

dos sintomas (Bennett e May, 1995).

Avaliação clínica

A maior evidência de DCF é a claudicação e

sensibilidade dolorosa no membro afetado. A atrofia

dos membros pélvicos por desuso é um sinal clínico

comumente encontrado em animais idosos (Lust et al.,

1985). Dentre os teste clínicos, a prova de Ortolani é

o de maior eficiência para a detecção da DCF, pois

produz um sinal sonoro quando o membro é pressionado

e submetido a movimentos de adução e abdução

(Brinker et al.,1990).

Sinais clínicos

Muitos animais com DCF vivem toda sua vida com

sintomas clínicos tão leves que a deformidade não é

detectada clinicamente. A tolerância à lesão varia

consideravelmente, alguns animais com alterações
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articulares brandas mostram fadiga precoce quando

submetidos a um esforço maior, enquanto que outros

que se exercitam por períodos longos não demonstram

sinais evidentes de terem sentido a lesão (Schnelle,

1954).

O diagnóstico clínico está baseado na história

relatada pelo proprietário que normalmente é de apatia,

inapetência alimentar, limitação de movimentos,

claudicação e mudança dos hábitos alimentares; e nos

resultados de exames proprioceptivos específicos da

articulação coxofemoral, como o teste da estação

bípede, teste de abdução com rotação externa e teste

de Ortolani (Souza e Tudury, 2003).

Os achados clínicos da DCF variam com a idade do

animal. Há dois grupos clinicamente reconhecíveis: os

animais jovens entre cinco e oito meses de idade e os

animais adultos acima de 24 meses que apresentam a

forma crônica da doença (Lust et al., 1985).

Nos animais jovens é constatado um curso

unilateral que ocasionalmente se apresenta bilateral,

observando-se posicionamento assimétrico entre os

membros pélvicos, claudicação, sensibilidade

dolorosa local, dificuldade de soerguer-se, redução do

desejo de andar, correr, subir escadas, além do fato da

maioria dos pacientes apresentarem sinal de Ortolani

(Brinker et al., 1990).

Os animais idosos apresentam um quadro clínico

diferente devido à degeneração articular crônica. A

claudicação é intermitente e pode ser uni ou bilateral

após exercícios prolongados ou forçados, o seu andar

se assemelha a "requebros" havendo frequente

crepitação e limitação na amplitude do movimento da

articulação. O animal prefere sentar-se ao invés de

posicionar-se em estação, apresentando dificuldade ao

se levantar, que o faz lentamente. Visualiza-se cifose

toracolombar, atrofia muscular dos membros pélvicos

afetados por desuso e hipertrofia dos músculos que

envolvem a escápula e o úmero por sobrecarga

(Brinker et al., 1990).

Nos gatos os sinais clínicos são mais brandos, entretanto

as alterações radiográficas são semelhantes às

observadas nos cães (Patsikas, 1998). A sintomatologia

clínica muitas vezes passa despercebida pelos

proprietários devido ao próprio comportamento e

postura do animal.

Avaliação radiográfica

A incidência padrão para o exame radiográfico é a

ventrodorsal com os membros paralelos entre si e em

relação a coluna vertebral, com rotação medial de

forma que as patelas se sobreponham aos sulcos

trocleares (Kealy e Mcallister, 2000).

Os animais avaliados devem ter idade mínima de 24

meses e o grau de lesão é dado mediante avaliação

morfológica das estruturas articulares e da mensuração

do índice de Norberg (Douglas e Willianson,

1975).

Os sinais radiográficos comuns a todas as espécies

são o raseamento acetabular, incongruência entre a

cabeça femoral e o acetábulo com graus variáveis de

luxação, deformação da cabeça e colo femoral e sinais

de artrose nos casos crônicos (Kolde, 1974).

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorrência de

DCF em gatos sem raça definida na cidade de São

Paulo – Brasil.

Material e métodos

Um grupo de 50 gatos sem raça definida, sendo

22 machos e 28 fêmeas, escolhidos aleatoriamente,

pertencentes a proprietários voluntários, foi submetido

a radiografias de ambas as articulações coxofemorais

em incidência ventrodorsal seguindo os padrões

adotados pela Orthopedic Foundation For Animal.

Os animais não apresentavam grau de parentesco

entre si e tinham idade entre dois e oito anos. A idade

mínima de dois anos foi estabelecida por ser o padrão

da OFA e a máxima de oito anos devido à dificuldade

de se encontrar animais mais velhos que estivessem

aptos a serem submetidos à anestesia.

Como critério de inclusão o animal não estar em

fase de gestação ou lactação, não ter histórico de

traumatismo nas estruturas articulares ou nas adjacentes

e estar saudável e sem restrições para a sedação.

Foram avaliadas a anatomia das estruturas articulares,

topografia e densidade radiográfica de cada

estrutura óssea formadora de ambas as articulações,

além de ser aferido o índice de Norberg.

Análise estatística

Para verificar se a percentagem de DCF na pesquisa

é significantemente maior do que a apresentada em

literatura foi utilizado o teste de uma proporção

amostral em relação a uma proporção populacional,

usando-se o teste da distribuição normal, pois, está

aqui garantida a condição simétrica.

Para verificar a possível diferença de ocorrência

entre machos e fêmeas, quanto à presença de displasia

foi usado o teste do Qui-Quadrado (X2) para tabelas de

associação.

Para verificar se houve influência da idade em

relação ao grau de displasia, foi usado o teste da

decomposição aditiva do X2. No caso onde ocorreu a

restrição de Cochran para tabelas de associação, foi

utilizado o teste exato de Fisher.

Na tabela de contingência foi considerado para a

idade, valor menor ou igual e valor maior a mediana

das idades.

Em todos os casos o nível de rejeição para a

hipótese de nulidade foi fixado sempre em um valor

maior ou igual a 0,05 (5%).
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Nas situações em que a estatística calculada apresentou

significância foi usado um asterisco (*) para

caracterizá-la. Nos casos em que não foi observada

significância foi utilizada a sigla "N.S.".

Resultados

Observou-se que vinte animais, oito machos e doze

fêmeas, apresentavam displasia coxofemoral. Em

cinco animais, dois machos e três fêmeas, observou-se

o grau C (HD+) da doença; em sete, dois machos e

cinco fêmeas, grau D (HD++) e em oito grau E

(HD+++).

Quadro 1 - Distribuição de animais radiografados relacionando

idade e sexo.

Idade Nº de animais Machos Fêmeas

2 11 7 4

3 8 2 6

4 9 2 7

5 8 4 4

6 5 2 3

7 4 3 1

8 5 2 3

Total 50 22 28

Quadro 2 - Distribuição de animais positivos para DCF

relacionando idade e sexo.

Idade Machos Fêmeas Total

2 2 1 3

3 1 5 6

4 0 3 3

5 3 0 3

6 0 1 1

7 1 0 1

8 1 2 3

Total 8 12 20

Quadro 3 - Distribuição dos animais positivos para DCF

relacionando grau de lesão e sexo dos animais.

HD - HD+/- HD+ HD++ HD+++

Machos 14 0 2 2 4

Fêmeas 16 0 3 5 4

Total 30 0 5 7 8

A percentagem dos animais com DCF da amostra

demonstrou ser significantemente maior do que o

descrito em literatura, segundo o resultado do teste de

proporção amostral que teve um z calculado igual a

4,86*.

Não houve diferença na ocorrência desta lesão entre

machos e fêmea segundo o resultado do teste do X2

que apresentou resultado igual a 0,030 N.S. com um

p - associado = 0,862 N.S..

O teste da decomposição aditiva para verificar a

influência da idade sobre o grau de DCF não foi

analisável por apresentar restrição de Cochran.

Discussão

A discrepância entre os dados sobre a ocorrência da

patologia descritos na literatura (6,6 %) e os encontrados

neste trabalho (40%) é um ponto decisivo para que

haja preocupação por parte dos clínicos veterinários e

proprietários em relação à DCF felina. Isso sugere a

adoção de medidas profiláticas adequadas para evitar

a disseminação desordenada da enfermidade a exemplo

do que ocorreu com os cães.

Piermattei e Flo (1999) afirmaram que a acerácea

no diagnóstico radiográfico é de 95% quando o exame

é realizado aos 24 meses e este é o principal motivo

para a escolha dessa idade como padrão. Medeiros Jr

e Callheiros (2002) afirmaram que é possível avaliar

os animais para DCF a partir dos sete meses.

A associação dos exames clínico e radiográfico com

a pesquisa de cariótipo, a avaliação da árvore

genealógica e o cálculo do HDZ, índice estatístico da

probabilidade de ocorrência de DCF, minimizam a

probabilidade de erro e aumentam a eficiência do

diagnóstico. Uma nova linha de pensamento seria

buscar a adaptação da técnica ultra-sonográfica para o

diagnóstico de DCF feita em crianças para animais a

partir dos 60 dias de idade.

Os altos índices de DCF encontrados podem ser

resultado do tipo de ambiente e manejo a que os

animais brasileiros são submetidos, além de não haver,

para gatos SRD, um controle nos cruzamentos o que

acaba predispondo ao aparecimento da doença. Outro

ponto a ser considerado é que a maioria dos proprietários

ainda é contrária à castração, principalmente

dos machos e isso favorece a disseminação congênita.

Não foram observados animais com grau I de DCF,

entretanto alguns autores como Keller (1999) e Souza

e Tudury (2003) contestam a eficácia do procedimento

para uma avaliação conclusiva das articulações.

Quando a articulação for classificada como categoria

B (HD+-) é conveniente que o exame seja repetido

após seis meses para que uma avaliação comparativa

seja realizada, classificando o animal como displásico

quando houver degeneração articular ou isentando da

doença quando os sinais radiográfico se mantiverem

estáveis

Segundo Keller (1999) espera-se que o acetábulo

cubra mais de 50% da cabeça femoral em cães.

Quando ocorrer valores inferiores a este, o animal

poderia ser considerado displásico. Alguns gatos

podem apresentar valores menores sem serem

observados sinais radiográficos de doença articular

degenerativa, assim, não se aplicaria a mensuração do

índice de Norberg como método de diagnóstico.

Segundo Souza e Tudury (2003) a metodologia é

deficiente, pois minimiza a visualização da flacidez da

cápsula articular devido à rotação e tensão dos músculos

sobre a articulação, não permite observar se existe

calcificação da cápsula articular e não permite a visualização

adequada dos bordos acetabulares dorsais.
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Nesta pesquisa, todos os animais examinados com

incongruência articular leve, apresentavam também

algum grau de lesão nos acetábulos, portanto podem

ser considerados displásicos. Os pacientes que

apresentavam luxação coxofemoral grave tinham

sinais de raseamento acetabular expressivo, incongruência

articular acentuada e graus variáveis de

deformação da cabeça femoral. Todos esses sinais

associados são compatíveis com DCF e, portanto, a

mensuração do índice de Norberg não foi fator

decisivo para determinar se os animais eram

displásicos ou não. Este trabalho demonstrou que a

ambos os métodos utilizados apresentam-se eficientes

quando associados sendo úteis para verificar a

presença ou não de DCF em gatos.
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Resumo: O Coronavírus Felino (FeCoV) e o Vírus da Peritonite

Infecciosa Felina (FIPV) são membros da família

Coronaviridae, sendo considerados como dois biotipos virais

com diferente potencial patogénico embora indistinguíveis

pelos actuais meios de diagnóstico. Um dos métodos mais

utilizados para confirmar a presença de vírus no animal baseia-se

na detecção de ácido nucleico viral através da amplificação de

sequências virais por Reverse Transcriptase – Polymerase Chain

Reaction – nested Polymerase Chain Reaction (RT-PCR – nested

PCR) em diferentes amostras biológicas. Para confirmar a

presença do FeCoV em gatos saudáveis e em animais com

suspeita de peritonite infecciosa ou com patologia intestinal foi

efectuado um rastreio virológico através da amplificação por

RT-PCR – nested PCR de uma região parcial do gene 7b)

situado no extremo 3’ do genoma viral, a partir de diferentes

materiais biológicos de animais com e sem sintomatologia clínica

de infecção por Coronavírus. O ensaio revelou-se eficaz como

método complementar no diagnóstico etiológico da Peritonite

Infecciosa dos Felinos e na identificação de animais portadores

que garantem a persistência viral nas populações felinas. A

região genómica amplificada inclui um conjunto de nucleótidos

responsáveis por uma estrutura secundária de RNA, que

participa na replicação viral. Com base no alinhamento múltiplo

das sequências nucleotídicas desta região, foi possível confirmar

a conservação desta estrutura secundária em diferentes

elementos do género Coronavírus, potenciando a possibilidade

de recombinação viral, característica destes vírus.

Summary: Feline Coronavirus (FeCoV) and Feline Infectious

Peritonitis Virus (FIPV) are members of the family

Coronaviridae and considered as two biotypes with different

pathogenic potential undifferentiated by diagnostic methodology.

One of the appropriate methods to assess the viral infection

in the animal is based on viral nucleic acid detection by Reverse

Transcriptase – Polymerase Chain Reaction – nested Polymerase

Chain Reaction (RT-PCR – nested PCR) in different

biological materials. In order to confirm FeCoV presence in

healthy cats or with Infectious Peritonitis suspicion or with

intestinal pathology a virus survey was conducted by RT-PCR –

nested PCR with the amplification of a fragment included in the

3’ end of the virus genome, from several biological samples

obtained from healthy and clinically ill animals. This assay

revealed its usefulness as a complementary method for the

etiological diagnostic of FIPV and for the detection of carrier

animals, important to the viral persistence in feline populations.

The amplified genomic region includes a nucleotide stretch

responsible for a secondary structure in the viral RNA,

implicated in viral replication. Based on the multiple alignments

of viral nucleotide sequences it was possible to confirm the

conservation of this structure in different virus from the

Coronavirus genus, increasing their recombination potential.

Introdução

Os Coronavirus Felinos (FeCoV) são membros da

família Coronaviridae, um grupo de vírus de RNA de

cadeia simples com invólucro. Esta família taxonómica

inclui dois Géneros, Coronavirus e Togavirus. O seu

genoma codifica as proteínas enzimáticas (Pol) e as

proteínas estruturais (S, M e N) do virião para além de

possuir um número variável de grelhas de leitura não

caracterizadas.

O género Coronavirus está dividido em três grupos

antigénicos. O Grupo I inclui o vírus da Gastroenterite

porcina (TGEV), os Coronavírus caninos (CCoV), o

Coronavírus humano 229E (HCoV-229E), o

Coronavirus dos coelhos (RbCoV) e os Coronavírus

Felinos (FeCoV/FIPV). O grupo II inclui o

Coronavírus Humano OC43 (HCoV-OC43), o

Coronavirus do rato (MCoV e SDAV), o Vírus da

encefalomielite hemaglutinante dos suínos (HEV) e o

Coronavirus dos bovinos (BCoV). O grupo III é

constituído por dois Coronavírus das aves (IBV e

TCoV).

Até ao momento foram descritos dois biotipos virais

do FeCoV, nomeadamente o FeCoV entérico e o Vírus

da Peritonite Infecciosa dos Felinos (FIPV). Estes

vírus embora exibam diferentes propriedades biológicas

não são diferenciáveis através de nenhum teste

imunológico ou morfológico (Herrewegh et al.,

1995a, 1995b; Vennema et al., 1992).
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O FeCoV entérico induz uma enteropatia primária

enquanto que o FIPV é o agente etiológico da

Peritonite Infecciosa Felina (PIF), uma doença imunomediada

cuja patogénese não se encontra completamente

esclarecida e que é frequentemente fatal para os

felídeos domésticos e selvagens.

O desenvolvimento da Peritonite Infecciosa está

relacionado com a ocorrência de mutações no genoma

do FeCoV, em gatos com infecção activa (Herrewegh

et al., 1997; Poland et al., 1996; Vennema, 1999).

Esta observação é consistente com o potencial de

recombinação descrito para os Coronavirus

(Herrewegh et al., 1998; Rottier, 1999; Vennema et

al., 1998; Wu et al., 2003), responsáveis por variadas

viroses graves em diferentes espécies animais.

Considerando a importância da PIF como entidade

nosológica e a necessidade de desenvolvimento de

uma prova que permita um diagnóstico etiológico para

além da detecção de anticorpos específicos contra o

vírus, foi objectivo deste trabalho determinar a

prevalência do FeCoV na área da Grande Lisboa,

utilizando um ensaio de RT-PCR – nested PCR que

permite a detecção de ácido nucleico viral em

diferentes amostras biológicas e testar a sua utilidade

como meio complementar de diagnóstico (Herrewegh

et al., 1995a).

Material e métodos

População e preparação das amostras

Foram obtidas do Hospital Escolar da Faculdade de

Medicina Veterinária 96 amostras e 40 amostras da

União Zoófila num total de 136 amostras, colhidas de

animais com patologias intestinais ou com suspeita

clínica de infecção pelo FeCoV ou FIPV. Os materiais

biológicos testados incluíram zaragatoas rectais,

fezes, plasma e líquidos de efusão torácica e ascítica.

O plasma e os líquidos de efusão torácica e ascítica

foram centrifugados a 13.000 g x 10 min e o sobrenadante

armazenado a -20 ºC até processamento. As amostras

fecais foram diluídas em PBS (1:1), e clarificadas

por centrifugação nas condições atrás referidas e

armazenadas a -20 ºC, até utilização directa nos ensaios

de RT-PCR nested PCR, sem extracção de RNA viral.

Ensaio de RT-PCR – nested PCR

Para efectuar o ensaio de RT-PCR – nested PCR

foram utilizados os oligómeros PIFA For (nt 1-23) 5’

GGCAACCCGATGTTTAAAACTGG 3’; PIFB Rev

(nt 213-192) 5’ CACTAGAATCCAGACGTTAGCTC

3’; PIFC For (nt 29-51) 5’ CCGAGGAATTACTGGTCATCGCG

3’ e PIFD Rev (nt 205-184) 5’

GCTCTTCCATTGTTGGCTCGTC 3’ escolhidos

com base na sequência da região conservada do

extremo 3’ do genoma do FeCoV (Herrewegh et al.,

1995a). A posição dos oligómeros foi determinada

com base no isolado FIPV 76-1146 (Herrewegh et al.,

1995a). Um fragmento de 177pb, incluído na região

genómica da UTR-3’, foi amplificado por RT-PCR,

seguido por uma reacção de PCR.

Para a realização da prova de RT-PCR utilizou-se o

Kit One-step RT-PCR (Superscript, Invitrogen/Gibco

BRL) de acordo com as instruções do fabricante, no

volume final de 50 μl, utilizando 10 μl de amostra e

0,5 μM de cada oligómero. As condições de síntese de

cDNA e amplificação foram 37 ºC durante 60 min

seguidas de um passo de desnaturação a 94 ºC por

5 min e 35 ciclos de 94 ºC / 30 seg, 47 ºC / 1 min

e 72 ºC / 1 min. O passo de extensão foi realizado a

72 ºC durante 5 min.

O PCR foi efectuado utilizando 5 μl da reacção

anterior em 50 μl da mistura de PCR com 10 mM Tris

HCl, pH 7,5, 0,01 mM EDTA 0,5 mM DTT, 1,5 mM

MgCl2, 2,5 U Taq DNA Polymerase (Pharmacia),

200 mM de cada dNTP e 50 pmol de cada oligómero.

As condições de amplificação incluíram um conjunto

de 5 ciclos a 94 ºC / 1 min, 47 ºC / 1min e 72 ºC / 1

min, seguidas por um passo de extensão a 72 ºC por

5 min e um segundo conjunto de 30 ciclos a 94 ºC / 30

seg, 51 ºC / 45 seg e 72 ºC / 1 min. O passo de extensão

final foi realizado a 72 ºC durante 5 min.

Os produtos de 177pb obtidos no segundo PCR

foram analisados por electroforese em gel de agarose

a 2%, com 0,5 μg/ml de EtBr.

Hidrólise dos produtos amplificados

Os fragmentos amplificados no segundo PCR foram

sujeitos a hidrólise com a enzima de restrição Dra I

(Amersham Pharmacia Biotech) segundo as instruções

do fabricante, utilizando 20 μl da reacção de PCR

(Herrewegh et al., 1995 a). A reacção deu origem a dois

fragmentos de 35 pb e 142 pb, visualizados num gel de

agarose a 2,5% com 0,5 μg/ml de EtBr.

Clonagem e alinhamento das sequências

nucleotídicas

Os produtos obtidos foram clonados em pGEM®-T

Easy Vector System (Promega) de acordo com as

instruções do fabricante e sequenciados.

A sequência nucleotídica dos vários clones recombinantes

foi comparada com as sequências homólogas

de diferentes Coronavírus animais (Tabela 1) utilizando

o programa informático PILEUP (GCG Wisconsin

Package v. 10.0).

Resultados

Ensaio de RT-PCR – nested PCR

Foi utilizado um ensaio de RT-PCR – nested PCR

para detectar a presença de ácido nucleico viral em

136 amostras biológicas provenientes de animais

saudáveis (66%) ou com suspeita clínica de Peritonite
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Infecciosa Felina ou patologia intestinal (33%)

(Tabela 2).

No grupo dos animais saudáveis, 25,5 % foram

positivos para a presença de ácido nucleico viral com

uma maior incidência nas fêmeas embora o ratio

fêmeas/machos se encontrasse equilibrado. Neste grupo

estavam incluídas 40 amostras obtidas de gatos errantes,

representando 18,8% (17) dos animais positivos.

Nos animais suspeitos verificou-se 67,4% de

positividade. A idade destes animais oscilava entre os

4 meses e os 6 anos. Dos 15 animais negativos

(32,6%) com suspeita clínica, 6 apresentavam doença

entérica e 9 animais exibiam sinais relacionados com

Peritonite infecciosa, nomeadamente efusão pleural e

abdominal, dispneia e anorexia.

O material biológico mais frequentemente utilizado

na detecção do RNA viral foi a zaragatoa rectal / fezes

demonstrando ser eficaz para o efeito. A presença de

RNA viral foi efectuada igualmente nos líquidos

derrame pleural ou ascítico, nos animais com suspeita

clínica de PIF, com elevada percentagem de positividade.

De forma a confirmar a especificidade da reacção

de RT-PCR – nested PCR, todos os produtos amplificados

foram sujeitos a hidrólise com a enzima de

restrição DraI, dando origem a dois fragmentos de

35 pb e 142 pb (Figura 1) (Herrewegh et al., 1995a).

Coronavírus Grupo I

Identificação Número de acesso

PRCV 86/137004 X60056

PRCV RM4 Z24675

TGEV FS772/70 Y00542

CCV BGF10 AY342160

CCV K378 X66717

CCV INSAVC-1 D13096

FIPV UCD4 X90578

FIPV UCD1 X90575

FIPV M23694

FIPV TN406 X90570

FECV UCD X90574

Tabela 2 - Animais testados por RT-PCR – nested PCR para detecção de RNA viral nas diferentes amostras biológicas.

Animais saudáveis Positivos Negativos

Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos

44 46 14 9 30 37

90 23 (25,5%) 67 (74,5%)

Materiais biológicos Positivos Negativos

Zaragatoa rectal/Fezes 23 67

Coronavírus Grupo II

Identificação Número de acesso

HuCoV OC43 AY391777

EqCoV NC99 AF523848

BCoV Mebus U00735

MHV AF208066

MoHV M35255

Animais suspeitos Positivos Negativos

Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos

24 22 15 16 9 6

46 31 (67,4%) 15 (32,6%)

Materiais biológicos Positivos Negativos

Zaragatoa rectal/Fezes 21 14

Liquido pleural 5 1

Liquido ascítico 4 0

Plasma 1 0

Tabela 1 - Identificação das várias sequências virais utilizadas no alinhamento, através do seu número de acesso nas bases de

dados de sequências nucleotídicas EMBL, GeneBank e DDBJ.

Figura 1 - Amplificação e hidrólise com a endonuclease DraI, dos

produtos da reacção de RT-PCR – nested PCR a partir de diferentes

materiais biológicos.
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Figura 2A - Alinhamento nucleotídico das 177 pb incluídos na UTR 3’ dos produtos amplificados com as sequências homólogas dos Coronavirus do

Grupo I (PRCV 86/137004, PRCV RM4, TGEV FS772/70, CCV BGF10, CCV K378, CCV INSAVC-1, FIPV UCD4, FIPV UCD1, FIPV, FIPV estirpe

TN406, FECV UCD).
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Clonagem, sequenciação e análise da sequência

nucleotídica

Foram escolhidas vinte e umas amostras para

clonagem e sequenciação, com base no rendimento da

reacção de amplificação. A região amplificada situa-se

na UTR 3´do genoma viral, presente em todos os

mRNA virais. No alinhamento múltiplo com sequências

homólogas dos Coronavírus animais do Grupo I foram

identificadas 13 posições variáveis em diferentes

sequências. Na estirpe RM4 do PRCV foi detectada

uma deleção de 5 nucleótidos e no CCV INSAVC-1

onze nucleótidos discordantes.

A 3’ UTR inclui uma sequência de 52 nucleótidos

que participam no processo de replicação e tradução

do RNA viral (Williams et al., 1999; Wu et al., 2003).

Esta região permite a formação de uma estrutura

secundária de pseudo-nó conservada nos Coronaviridae.

A sequência consenso do Grupo I foi alinhada com a

sequência consenso correspondente do Grupo II.

Apesar da variabilidade detectada ao longo do alinhamento,

os nucleótidos responsáveis pela estrutura

secundária estavam conservados (Figura 2).

Discussão

A persistência do FeCov na população felina com

risco de desenvolvimento de PIF é assegurada pela

presença de animais portadores (Addie et al., 2003).

Em Portugal a epidemiologia desta infecção

permanece desconhecida não havendo informação

sobre o impacto patogénico da infecção nas várias

populações felinas.

Para caracterizar a infecção pelo FeCoV foi utilizado

um ensaio de RT-PCR – nested PCR para detectar

animais portadores e para confirmar o diagnóstico

clínico de PIF. Este método permitiu a detecção de

sequências virais em diferentes materiais biológicos,

revelando-se como um instrumento útil para o

diagnóstico etiológico.

A região genómica escolhida como alvo consistiu

numa região conservada de forma a facilitar a

detecção de todas as variantes virais de FeCov circulantes

na população felina em estudo (Herrewegh et

al., 1995a). A escolha de uma região genómica

variável no RNA viral, sujeita a processos distintos de

selecção (Kiss et al., 2000a, 2000b) poderia dificultar

a reacção de amplificação devido a variação

nucleotídica de diferentes estirpes virais.

Embora um resultado negativo na reacção de RTPCR

– nested PCR possa ser inconclusivo, uma

amplificação positiva indica a presença e a libertação

do vírus para o ambiente (Foley et al., 1997a; Addie e

Jarrett, 2001) aumentando a possibilidade de desenvolvimento

de PIF, devido a um aumento da carga

viral em espaços limitados tais como gatarias ou

abrigos para animais (Addie et al., 1995).

Neste estudo foi determinada uma prevalência de

infecção de 25,5% nos 90 animais sem sintomatologia

clínica testados, com uma maior incidência nas

fêmeas. A presença de 40 gatos errantes (44,4% do

total) neste grupo poderá justificar a elevada

prevalência viral. Ambientes sobrelotados favorecem

a transmissão oro-fecal e uma alta incidência de

animais portadores detectada no grupo de gatos

errantes poderá reflectir más condições de alojamento,

assim como a deficiente condição física destes animais,

devida a má nutrição, parasitismo e eventual coinfecção

com outros agentes infecciosos.

Enquanto método complementar de diagnóstico de

PIF esta prova demonstrou a sua utilidade, confirmando

a presença de ácido nucleico viral em 67,4% dos

animais suspeitos. Os materiais biológicos que se

revelaram mais adequados para detecção de ácido

nucleico viral foram fezes ou zaragatoas rectais como

já confirmado por outros autores (Foley et al., 1997b;

Addie et al., 2001), devido à facilidade da colheita,

embora o plasma ou o líquido de derrames pleurais ou

abdominais tenha sido igualmente conclusivo.

Incluída na região amplificada dos diferentes

isolados encontra-se uma sequência de 52 nucleótidos,

Figura 2B - Alinhamento nucleotídico da sequência consenso responsável pelo pseudo-nó, conservado filogeneticamente entre os Grupos I e II dos

Coronavírus, presente na UTR 3’.

Figura 2C - Alinhamento nucleotidíco dos 52 resíduos incluídos no pseudo-nó dos Coronavirus do Grupo II. (HuCoV OC43; EqCoV NC99, BCoV

Mebus, MHV, MoHV).
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responsável por uma estrutura secundária envolvida

na replicação do RNA viral, conservada em todos os

grupos do género Coronavirus (Williams et al., 1999;

Wu et al., 2003).

O alinhamento da sequência consenso representativa

dos nossos isolados, com sequências pertencentes ao

Grupo II dos Coronavirus, revelou a manutenção dos

nucleótidos responsáveis pela estrutura secundária. A

variação nucleotídica observada na restante sequência

pode reflectir as particularidades de cada grupo. A

partilha de sinais similares envolvidos na replicação

viral pode indicar uma maior possibilidade de recombinação

entre membros de cada grupo, potenciando a

capacidade de recombinação referida nos Coronaviridae

(Wu et al., 2003).

A utilização de um ensaio de RT-PCR – nested PCR

para detecção de ácido nucleico viral em diferentes

materiais biológicos demonstrou a sua utilidade

enquanto método de diagnóstico etiológico, permitindo

igualmente a identificação de animais portadores sem

sintomatologia clínica. Em Portugal a prevalência da

infecção por FeCoV é pouco conhecida. A disponibilidade

deste ensaio permitirá aferir o impacto

patogénico desta infecção viral, assim como a possibilidade

de identificação de animais portadores em

populações controladas de felinos.
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Resumo: A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCC)

necessita de diagnóstico e tratamento rápidos e precisos, no

intuito de minimizar a progressão da doença articular degenerativa.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência e a aplicabilidade

do teste de compressão tibial (TCT) e da verificação do

deslocamento do sesamóide do poplíteo (DSP) no diagnóstico

radiográfico dessa afecção. O estudo foi realizado em 28 animais

com suspeita clínica de RLCC, onde foram avaliados radiograficamente

em projeção médio-lateral o deslocamento cranial

da eminência intercondilar em relação aos côndilos femorais e

o deslocamento distal do sesamóide do poplíteo. Embora 20%

dos cães não apresentassem ossificação do sesamóide do poplíteo,

nos cães onde esse parâmetro pôde ser utilizado os resultados

demonstraram 100% de especificidade e sensibilidade, podendo-

se concluir que a utilização conjunta destas duas verificações,

nas radiografias médio-laterais de joelhos suspeitos de RLCC,

é uma técnica simples e eficiente no diagnóstico da afecção,

estando ao alcance da maioria dos clínicos veterinários.

Palavras chave: radiologia, ortopedia, joelho, cães, ligamento

cruzado cranial.

Summary: Cranial cruciate ligament rupture (CCLR) needs a

rapid and accurate diagnosis and treatment to minimize the progression

of the degenerative joint disease (DJD). The objective

of this study was to evaluate the accuracy and usefulness of the

tibial compression technique and to analyze popliteal sesamoid

displacement in radiographic diagnosis of this disease. Twenty

eight animals suspected of carrying CCLR were used, which

were submitted to the tibial compression radiographs in mediolateral

projection. The cranial displacement of the intercondilar

eminences in relation to the condyle of the femur and the distal

popliteal sesamoid displacement were assessed. Although 20%

of the dogs showed lack of ossification of the popliteal

sesamoid, results showed 100% of specificity and sensitivity in

dogs exhibiting ossification. We conclude that the use of these

two techniques, in mediolateral radiographs of stifle joint

suspected of having CCLR, is a usefull and efficient procedure

for the diagnosis of this disease, and it is at hand for of the most

veterinary clinicians.

Keywords: radiology, orthopedics, stifle joint, dogs, cranial

cruciate ligament.

Introdução

A ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCC) é

uma das afecções mais comuns no membro pélvico de

cães. A instabilidade na articulação do joelho, causada

pela RLCC, resulta em claudicação e alterações articulares

secundárias (Johnson e Johnson, 1993; Moore e

Read, 1996), necessitando de diagnóstico e tratamento

rápidos, no intuito de minimizar a progressão da

doença articular degenerativa (Muzzi et al., 2003).

O diagnóstico da RLCC deve realizar-se com base

em informações da história pregressa e exame físico

com testes específicos (movimento de gaveta, compressão

tibial) (Johnson e Johnson, 1993). Métodos

complementares de diagnóstico podem ser utilizados,

como o exame radiográfico, a ressonância magnética,

a ultra-sonografia, a análise do líquido sinovial e a

artroscopia (Muzzi et al., 2003).

A menos que exista um menisco empurrando a tíbia

cranialmente é raro encontrar a eminência intercondilar

deslocada frontalmente em relação aos côndilos

femorais (gaveta cranial positivo) em radiografia do

joelho sem condições de tensão (Piermattei e Flo,

1999). A avulsão de um fragmento ósseo e/ou estabilidade

articular podem ser avaliadas através de projeções

radiográficas sob stress (Piras, 2001). Na prática esta

técnica envolve a aplicação de uma força na articulação

em questão, para demonstrar, em imagens ou

clinicamente, o deslocamento dos componentes

ósseos. As forças aplicadas são as mesmas a que uma

articulação estaria sujeita em atividade normal diariamente,

como as forças de compressão, rotação, tração,

torção e alavanca (Allan, 2002).
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-se neste instante a manobra do teste de compressão

tibial, obtida flexionando-se ao máximo a articulação

do tarso, tomando-se cuidado para não torcer a perna

durante este procedimento. Deste modo, enquanto

ambos os côndilos femorais ficam maximamente

sobrepostos um ao outro, é realizada a radiografia

(Figura 1).

As avaliações foram realizadas sempre pelo mesmo

avaliador, verificando-se, em casos obviamente positivos,

que a linha vertical tangente à margem caudal dos

côndilos femorais passa atrás da projeção caudal da

meseta tibial e em casos com deslocamento discreto,

ocorre o deslocamento cranial da eminência intercondilar,

em relação aos côndilos femorais. Foi verificado

também o deslocamento distal do sesamóide do

poplíteo, não sendo avaliado para esta pesquisa o grau

de doença articular degenerativa (Figura 2).

Figura 2 - Exame radiográfico na projeção médio-lateral sob teste de

compressão tibial. (A) joelho normal, notar o sesamóide do poplíteo

sobreposto ao platô tibial caudal (seta branca) e a eminência intercondilar

(seta preta) entre os côndilos femorais, em sua posição anatómica. (B)

joelho com ruptura do ligamento cruzado cranial, notar o deslocamento

da eminência intercondilar em relação aos côndilos femorais (seta preta)

e deslocamento distal do sesamóide do poplíteo (seta branca).

A aplicação do teste de compressão tibial causa nos

joelhos com lesão do ligamento cruzado cranial uma

sub-luxação cranial da eminência intercondilar em

relação aos côndilos femorais e quando são obtidas

radiografias enquanto o teste é aplicado, essa mudança

pode ser utilizada para detectar rupturas parciais ou

totais desse ligamento (De Rooster e van Bree, 1999a;

Vasseur, 2003). A avaliação pode ser realizada de forma

subjetiva ou objetiva, comparando a medida do grau do

deslocamento tibial mencionado nas projeções médio-

-laterais do joelho afectado nas projeções neutra e de

stress (De Rooster et al., 1998; De Rooster e van Bree,

1999b; Zatloukal et al., 2000). Este teste é um importante

método de diagnóstico, principalmente quando os

testes físicos geram dúvidas quanto à integridade do

ligamento cruzado cranial (Muzzi et al., 2003).

O sesamóide do poplíteo é o menor dos sesamóides

do joelho, e está localizado no tendão de origem do

músculo poplíteo adjacente à massa muscular (Evans

e Christensen, 1979). Estudos radiográficos demonstraram

que em joelhos totalmente estendidos, o osso

sesamóide aparece adjacente à parte caudo-distal da

superfície articular do côndilo tibial lateral em cães.

Em joelhos completamente flectidos o osso sesamóide

articula-se com a superfície lateral do menisco lateral

(McCarthy e Wood, 1989).

Os ossos sesamóides são identificados pelo seu

tamanho, forma e localização. O deslocamento dos

mesmos é considerado como sinal de lesão muscular

ou tendinosa dos músculos poplíteo e gastrocnémio,

em conjugação com RLCC, embora essa variação na

localização do sesamóide também possa ocorrer na

ausência de situação patológica (Allan, 2002). O

deslocamento distal do sesamóide do poplíteo durante

a radiografia sob teste de compressão tibial é associado

a RLCC (Vasseur, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência do

teste de compressão tibial e da verificação do deslocamento

do sesamóide poplíteo no diagnóstico radiográfico

da RLCC em cães.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no Hospital Veterinário da

Universidade Federal Rural de Pernambuco, com cães

que apresentavam queixa de claudicação do membro

pélvico. Após o exame clínico geral, ortopédico geral

e específico (movimento de gaveta cranial sob movimentação

normal, teste de compressão tibial, clic

meniscal, rotação interna da tíbia e efusão articular),

selecionaram-se 28 cães, de idade, sexo e raças variadas,

com peso variando entre 2 a 53 kg. Estes foram

encaminhados ao setor de radiologia, onde foram

sedados com acepromazina na dose de 0,1 mg/kg

intramuscular, quando necessário.

Os cães foram posicionados em decúbito lateral,

com os joelhos em flexão sobre o chassi, realizando-

Figura 1 - Manobra para realização do exame radiográfico sob o teste

de compressão tibial. Notar o stress exercido no tarso (seta branca) para

promover o deslocamento cranial da tíbia (seta preta) nos casos suspeitos

de ruptura do ligamento cruzado cranial.
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Resultados

Nestes 28 cães o diagnóstico definitivo foi confirmado

pela artrotomia realizada durante o procedimento

cirúrgico, para correção da RLCC. Em todos os 35

joelhos radiografados foi evidente o deslocamento

cranial da tíbia proximal em relação ao fêmur, bem

como sinal de gaveta positivo.

O deslocamento distal do sesamóide do poplíteo foi

evidente nos 28 joelhos, onde havia presença desta

estrutura. Com base nos resultados dos sesamóides

presentes obteve-se 100% de especificidade e de sensibilidade

no diagnóstico da RLCC.

Sete (20%), dos cães analisados apresentavam

ausência do sesamóide do poplíteo, com média de

peso (8,8 kg) e um dos cães que apresentou esta particularidade

tinha 22 kg.

Discussão

O exame radiográfico sob compressão tibial, segundo

os resultados obtidos neste estudo, demonstrou ser

altamente específico (100%) e sensível (100%), para

confirmação do diagnóstico da RLCC, obtendo resultados

tão bons quanto os relatados na literatura (100%

de especificidade e 97% de sensibilidade) (De Rooster

et al., 1998).

O teste clínico de gaveta apresentou uma sensibilidade

de 86% no diagnóstico da RLCC em um estudo

avaliando 72 articulações (De Rooster et al., 1998),

com o que discordam os resultados de um outro estudo

que, avaliando 27 cães, obteve 100% de sensibilidade

(Iamaguti et al., 2001). O nosso trabalho corrobora

os valores alcançados, neste último estudo.

Convém ressaltar que estes resultados podem estar

relacionados com: a experiência do examinador, o

grau de lesão (total ou parcial), ou o grau de fibrose

periarticular desenvolvido, dificultando a confirmação

do exame. Tais inconvenientes são eliminados

na radiografia, já que se trabalha com pontos de referência

ósseos (De Rooster et al., 1998).

O teste clínico de gaveta apresenta como vantagens

não envolver custos adicionais e necessidade de exames

mais complexos e deve ser recomendado como

primeira escolha no diagnóstico da RLCC. Entretanto

a literatura consultada relata o caso de um cão, submetido

à cirurgia com suspeita de RLCC baseado no

teste manual, e que durante artrotomia exploratória foi

encontrado com o ligamento intacto (De Rooster et

al., 1998).

Resultados similares aos alcançados neste estudo

foram relatados por De Rooster e van Bree (1999a),

que obtiveram 99% de sensibilidade e 100% de

especificidade, no que se refere ao deslocamento

distal do sesamóide do poplíteo.

A literatura consultada relata que 6 a 16% dos cães

apresentam ausência do sesamóide poplíteo (McCarthy

e Wood, 1989; De Rooster e van Bree, 1999a), estando

de acordo com os resultados obtidos neste estudo. A

média de peso dos animais que apresentavam ausência

desta estrutura está bem próxima dos 9,2 kg de média

obtidos no primeiro estudo que avaliou este

parâmetro, para o diagnóstico da RLCC. Já os cães

que apresentavam ausência do sesamóide do poplíteo

tinham menos de 15 kg (De Rooster e van Bree,

1999a), enquanto neste trabalho esta peculiaridade foi

encontrada em um cão com 22 kg.

A ausência do sesamóide do poplíteo pode dificultar

o diagnóstico; porém se estiver associada ao deslocamento

cranial da tíbia, em relação ao fémur, é uma

referência útil para o diagnóstico. Existindo a possibilidade

de deslocamento distal do sesamóide do

poplíteo em outras situações, patológicas ou não, que

não a RLCC, a sua associação com o deslocamento

cranial (clínico e radiográfico sob stress) da eminência

intercondilar em relação aos côndilos femorais, é

essencial para o diagnóstico conclusivo. O deslocamento

distal do sesamóide pode ser visualizado em

radiografia lateral padrão de joelhos com RLCC (De

Rooster e van Bree, 1999a).

A verificação conjunta do deslocamento da eminência

intercondilar em relação aos côndilos femorais e

do deslocamento distal do sesamóide do poplíteo, em

radiografias médio-lateral de joelhos, sob o teste de

compressão tibial, é um método altamente eficiente e

simples de confirmação da suspeita clínica de RLCC.
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Resumo: Os primatas não humanos são suscetíveis a doenças

que causam distúrbios no metabolismo da glicose. O surgimento

de testes de glicemia portáteis é oportuno para a Medicina

Veterinária, sobretudo no sentido de permitir a realização de

exames em condições de campo. Assim, a glicemia de dezessete

macacos-prego (Cebus apella) foi determinada, utilizando-se o

glicosímetro e o kit comercial em espectrofotómetro e os

resultados então, comparados. As amostras foram obtidas por

punção da veia safena e do dedo III. Uma gota do sangue

venoso foi destinada ao teste portátil e o restante depositado em

tubo com anticoagulante fluoreto de sódio, para utilização no

espectofotómetro. Já a do dedo foi usada no glicosímetro. Com

o objectivo de se reduzir os fatores de interferência, foi também

testada no glicosímetro uma gota de sangue contento anticoagulante.

Considerando-se o método do espectrofotómetro como

controle, o erro médio percentual para as três amostras mensuradas

no glicosímetro, foi de 14,9% para o dedo, 5,5% da veia

safena e 5,0% do sangue em anticoagulante. Já a analise feita

com o Error Grid Analysis obteve 100% dos resultados nas

Zonas A e B, ficando confirmado a possibilidade do uso deste

aparelho para dosagem de glicemia em Cebus apella.

Palavras-chave: Macaco-prego, Cebus apella, Glicemia

Summary: Non-humans-primates are susceptible to disease

that can alter the glucose metabolism. The availability of the

methods diagnosis is important to perform these exams in

several situations. Therefore, seventeen capuchin monkeys

(Cebus apella) were used to determine serum glucose in

self-testing of glucose (Accu-chek®) and by spectrophotometry

and the results were compared. Samples were obtained from

safena vein to use in both methods and of the third finger to

self-testing of glucose dosage. Another sample was collected

from the sodium fluoride tube to use in to self-testing of

glucose. The spectrophotometry was considered as a control

method, this way the mean error was 14.9% for finger, 5.5% for

safena vessel and 5.0% for blood in anticoagulant. In Error Grid

Analysis, all of the values was within the Zones A and B. Those

results confirm the possible of use these methods to serum

glucose dosage in that species.

Keywords: Cebus apella, Glicemia, Capuchin-monkey

Introdução

O termo glicemia é utilizado para denominar o nível

de glicose sanguínea, sendo seu valor expresso em

miligramas por decilitro (mg/dl). A glicose sanguínea

está em constante fluxo, sendo transportada de sua

fonte a diversas partes do corpo. Em condições

normais, existe um equilíbrio entre sua produção e

utilização, sendo este influenciado por diversos

fatores, como a alimentação, o consumo periférico,

presença de enzimas e de co-fatores, além de

influências hormonais e nervosas. O sistema nervoso

autónomo intervém na regulação da glicemia em

ambos os sentidos através dos sistemas simpático e

parassimpático. A excitação do primeiro eleva a

glicemia mediante secreção de adrenalina, enquanto o

estimulo vagal provoca queda da glicemia por

aumentar a secreção de insulina (Arduino, 1962).

Substâncias endógenas, como epinefrina, glicocorticóides

e somatotropinas podem alterar a glicemia

(Arduino, 1962; Parkes et al., 2000), contudo, os

agentes mais diretamente responsáveis são os

hormônios insulina e glucagon. Dentro das exógenas

que contribuem para um aumento dos valores, estão os

diuréticos, corticóides, fenitoína, salicilatos, antidepressivos

e fenotiazinas, enquanto propanolol, álcool,

acetaminofem, anabolizantes, esteróides e insulina

exógena causam uma diminuição de seus níveis

séricos (Santos, 1999).

Os primatas não humanos são susceptíveis, de

forma semelhante ao homem, a doenças que causam

distúrbios no metabolismo da glicose. Como

exemplos, podemos citar a diabetes mellitus, hipertireoidismo,

hiperadrenocorticismo (síndrome de

Cushing), hiperpituitarismo, pancreatite, insuficiência

hepática e lesões do SNC (Santos, 1999).

Atualmente, duas categorias de sistemas de aferição,

laboratoriais ou portáteis, podem ser utilizados para
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determinação dos níveis de glicose sangüínea (Pica et

al., 2003). Aparelhos portáteis, de fácil manipulação e

transporte, tornam-se importantes para a realização de

trabalhos e exames de campo, principalmente

tratando-se de animais silvestres. Para tal, torna-se

fundamental a verificação da eficácia de tais métodos

para as espécies através da comparação com aqueles

classicamente utilizados. Os sistemas laboratoriais

são os mais precisos, e por isto adotados como

glicosímetros de referência. Os aparelhos de auto-

-monitoração são seguros e devem possuir grau de

incerteza aceitável (Pica et al., 2003).

A determinação da glicemia em espectrofotómetro

baseia-se no método colorimétrico enzimático, que

tem como principio básico a oxidação da glicose sob

ação catalizadora da glicose-oxidase. A partir desta

reação, forma-se o peróxido de hidrogénio, que em

presença da peroxidase como enzima catalizadora,

sofre reação oxidativa de acoplamento com a

4-aminoantipirina e fenol, formando um cromógeno

vermelho cereja. A intensidade da cor é proporcional

à concentração de glicose (Santos, 1999).

Já o glicosímetro utiliza tiras reagentes que interagem

com o sangue produzindo uma reação química na qual

são gerados elétrons. O aparelho mede tal reação com

uma pequena corrente elétrica e automaticamente calcula

o nível correspondente de glicose (Pica et al., 2003).

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar em

primatas não humanos, Cebus apella, a precisão dos

valores de glicemia obtidos por meio do glicosímetro,

considerando como controle aqueles obtidos em

espectrofotómetro.

Material e métodos

Foram utilizados dezessete macacos-prego (Cebus

apella) de ambos os sexos, com idade entre um e dez

anos e peso corporal variando de 1,5 a 6 kg, mantidos em

cativeiro na Fundação Zôo-Botânica de Belo Horizonte.

Os animais permaneceram em jejum hídrico e alimentar

de no mínimo doze horas, em recintos individuais,

nas dependências do hospital veterinário. Para a aplicação

do anestésico os mesmos foram transportados um a

um, em puçá, e colocados em gaiola de contenção. A

droga foi aplicada por via intramuscular (na região dos

glúteos) na dose de 15 mg/kg da solução a 10%. Em

média, o tempo gasto entre a conteção dos animais no

puçá e inícios dos efeitos anestésicos foi de cinco minutos.

Uma vez anestesiados, usando uma lanceta descartável,

foi colhida uma gota de sangue por punção no

dedo III do membro torácico (método 1), a qual foi

destinada a determinação da glicemia no glicosímetro.

As demais amostras de sangue foram colhidas por

punção da veia safena lateral, em seringa de três

mililitros e agulha calibre 25 x 6. O sangue foi, então,

transferido para tubo a vácuo contendo o anticoagulante

fluoreto de sódio.

Ainda da seringa, uma gota foi usada para a

determinação da glicemia em glicosímetro (método

2). O mesmo foi feito com uma gota retirada do tubo

com anticoagulante (método 3). Após centrifugação, a

5000 rpm durante cinco a dez minutos, obteve-se o

plasma. Este foi utilizado para a determinação da glicemia

por meio de kit comercial em espectrofotómetro.

A partir dos resultados, o erro médio percentual foi

calculado utilizando-se a fórmula apresentada na

Figura 1, na qual denota o valor de glicose obtido com

o método em questão, o valor de referência obtido

com o espectrofotómetro e o número de amostras.

Além deste realizou-se também o Error Grid Analysis,

que baseia-se em uma análise gráfica pela comparação

dos valores considerados referências, com os obtido

pelo método a ser testado. A acurácia e erro deste metodo,

é categorizado em zonas: Zona A, de aceitação, com

menos de 20% de erro; Zona B, de erro benigno, maior

que 20% de erro; Zona C, de erros decorrentes de resultados

fora da escala alvo, quando a referência está dentro

desta; Zona D, de falha no resultado em detectar hipo ou

hiperglicemia; e Zona E, de valores opostos aos de referência

(Parkes et al., 2000; McGarraugh et al., 2001;

Clarke et al., 2005). Sendo assim, valores situados nas

Zonas C, D e E devem ser considerados não aceitáveis e

medidas terapêuticas baseadas neste valores podem ser

potencialmente prejudiciais ou até opostas às necessidades

do paciente.

Resultados

Os resultados das glicemias estão discriminados na

Tabela 1. Considerando-se o método do espectrofotómetro

como controle, o erro médio percentual para

as três amostras mensuradas no glicosímetro, métodos 1,

2 e 3, foram respectivamente, 14,9%, 5,5% e 5,0%.

Tabela 1 - Valores de glicemia (mg/dl), no espectrofotómetro

(controle) e glicosímetro.

Animal Sexo Controle Método 1 Método 2 Método 3

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

1 M 77 119 79 74

2 M 95 110 100 91

3 F 80 91 82 87

4 F 133 163 128 132

5 M 105 104 116 109

6 M 92 93 88 89

7 M 100 117 107 105

8 F 93 92 85 90

9 M 110 105 106 104

10 F 154 126 136 150

11 F 99 107 97 101

12 F 130 138 126 124

13 M 72 97 72 74

14 F 120 126 115 124

15 M 96 96 88 89

16 M 113 108 97 99

17 F 110 159 112 123
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Segundo o Error Grid Analisys, somente 3 valores

ou (17,6%) do método 1 ou 5,9% do total,

posicionaram-se na área B do gráfico. O restante das

amostras situou-se na zona A do gráfico (Figura 1).

Discussão

Dentre os três métodos testados, o 3 se mostrou

mais preciso. Talvez isto se deva ao fato de que a

amostra utilizada nesta ocasião, ter sido a mesma do

controle, ou seja, sangue venoso com anticoagulante.

A utilização da mesma amostra minimiza a influência

de variáveis como diferenças entre sangue venoso e

arterial (Pica et al., 2003), sendo normalmente a

glicemia do sangue arterial maior que do venoso,

principalmente em situações de anaerobiose

(Williams, 1997). Além disto, o fluoreto de sódio

inibe a enzima glicolítica enolase, conservando o teor

de glicose no sangue (Simões et al., 1998).

Já entre os métodos 2 e 3, pouca diferença pode ser

percebida, o que demonstra que o anticoagulante

tem pequena interferência na dosagem da glicemia,

quando esta é testada imediatamente após a colheita.

Estudos mostram que durante as primeiras quatro

horas a glicose é continuamente consumida, mesmo

em fluoreto de sódio, tornando-se estável ao termino

deste período e pelas próximas setenta e duas horas.

Assim, quando o teste é realizado a seguir à colheita,

não há necessidade do uso do fluoreto de sódio como

anticoagulante (Chan et al., 1989).

Quando comparados, o método 1 apresentou maior

discrepância. O glicosímetro é um aparelho calibrado

para mensurar a glicemia do sangue periférico em

humanos, sendo a maioria recomendado para sangue

da ponta dos dedos, onde a glicemia se aproxima das

concentrações arteriais (Jungheim e Koschinsky,

2002). Desta maneira, locais alternativos para o teste

podem resultar em valores diferentes daqueles da

ponta do dedo, quando a glicose está mudando rapidamente,

ou seja, após alimentação ou exercícios

(McGarraugh et al., 2001; Bina et al., 2003). Em

jejum a glicose em sangue capilar e venoso, são similares,

enquanto que pós-prandial as amostras podem

ser 20 a 25% mais altas no sangue capilar (Sacks et

al., 2002), mas esta variação pode ser contornada pelo

uso do sangue venoso (Goldstein et al., 2004). O stress

da contenção pode levar a alterações fisiológicas

semelhantes, além de causar elevação da adrenalina,

que promove aumento da glicemia e reduz a insulinemia,

diminuindo a captação da glicose pelas células

(Praxedes et al., 2005).

Utilizando o Error Grid Analysis (EGA), o presente

trabalho obteve 100% dos resultados situados nas

Zonas A e B, desses 5,9% dos valores, todos pelo

método 1, se inseriram na Zona B do EGA. Isto significa

que 94,1% dos valores apresentaram erros

menores que 20%. Diversos trabalhos têm sido realizados

em humanos para avaliar o desempenho dos

aparelhos portáteis usando o EGA, tendo a maioria

dos resultados inseridos nas zonas A e B. Rheney e

Kirk (2000), avaliaram o desempenho de três aparelhos

portáteis, usando o laboratorial como referência, e

obtiveram 75% do total de seus resultados, na zona A

(aceitável). Outro trabalho, encontrou precisão de

98,4% e 98,8% para os glicosímetros One Touch Ultra

e FreeStyle respectivamente (Demers et al., 2003). As

discrepâncias observadas podem estar relacionadas

com diversas variáveis, inclusive a tecnologia utilizada

pelos aparelhos portáteis, fotométrica ou eletroquímica.

Quando comparadas ao laboratorial, ambas usando

sangue venoso, o método eletroquímico apresentou

valores quase sempre superiores aos dos demais (Pica

et al., 2003).

Os valores de glicose no plasma, são cerca de

10–15% mais altos que no sangue total. Assim, muitos

aparelhos da automonitoração são calibrados para os

valores plasmáticos de glicose, como no caso do

aparelho utilizado neste trabalho (Goldstein et al.,

2003). Desta maneira, os valores de hematócrito (HC)

influenciam diretamente na glicemia. As hemácias

contêm menos linfa do que um volume equivalente de

plasma, ou seja, quanto maior o HC menores as

dosagens de glicose (Williams, 1997). Um trabalho

obteve dados interessantes, ao demonstrar que

inclusive os valores do HC variam conforme o local

de coleta, considerando o braço e ponta do dedo, os

valores maiores ocorrem no braço (Lock et al., 2002).

Em veterinária, muitas vezes as amostras são

obtidas de locais, que não a ponta dos dedos, como

cauda, orelha e outras. Entretanto estudos têm

comparado resultados do teste de glicose portátil

usados em regiões alternativas em humanos e obtido

variações significativas. No estado de metabolismo

basal, as concentrações de glicose não variam significativamente,

por exemplo, entre o braço e o dedo.

Mas durante o rápido aumento ou rápida diminuição,

a cinética da glicemia no braço fica atrasada em

relação à do dedo (Ellison et al., 2002; Jungheim e

Koschinsky, 2002; Jungheim, 2004). Como conse-

Figura 1 - Error Grid Analysis
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quência, diferenças relevantes na dosagem entre estes

locais são obtidas (Jungheim e Koschinsky, 2002;

Jungheim, 2004), tendo sido observado o pico de

glicose no dedo aos 90 minutos após alimentação,

enquanto no braço e na coxa, aos 120 minutos e em

menores concentrações (Ellison et al., 2002). Outro

autor comparou resultados do dedo, palma da mão,

coxa e braço e obteve resultados mais divergentes,

entre pele pilosa e glabra, aos 60 minutos após

alimentação ou exercícios. Concluiu, então, que em

jejum ou a partir de 2 horas da alimentação sítios

alternativos podem ser utilizados para amostragem

(Bina et al., 2003). Na tentativa de reduzir diferenças

entre os locais de coleta, alguns autores sugerem a

fricção do local de pele pilosa (McGarraugh et al.,

2001; Jungheim e Koschinsky, 2002; Jungheim,

2004), entretanto reações individuais podem ocorrer

não devendo este ser considerado um método seguro

(Jungheim e Koschinsky, 2002; Jungheim, 2004).

A observação de uma cinética da glicose mais lenta

no braço é relacionada com a fisiologia da circulação

neste local (Jungheim e Koschinsky, 2002; Jungheim,

2004). O fluxo sanguíneo em pessoas saudáveis e diabéticos

(tipo I e II) foi respectivamente de 2,4 ± 0,7 e

2,3 ± 0,6 na pele pilosa, enquanto na pele glabra de

20,8 ± 7,7 e 14,6 ± 3,8 (Stansberry et al., 1999). Isto

se deve ao facto de as anastomoses arteriovenosas

serem mais numerosas na pele glabra (Rendell et al.,

1989), sendo a densidade de capilares nestas áreas

maior (50-70/mm2) que nas de pele pilosa (20-

40/mm2). Devemos considerar que o sangue obtido

por punção da pele é derivado de plexos venosos

subepidérmicos, e somente uma parte de capilares

(Yum e Roe, 1999). Como conseqüência, a pele glabra

com numerosas anastomoses arteriovenosas pode

drenar diretamente do plexo venoso assim, a troca de

sangue com o plexo será rápida. Ao contrário, na pele

não glabra, o suprimento de sangue no plexo

subepidérmico será realizado apenas por capilares.

Assim postulou-se que a troca sanguínea com os

plexos venosos demora mais tempo na pele pilosa que

na glabra (Jungheim, 2004).

Considerando-se o valor de referência da glicemia em

Cebus apella entre 97 a 151 mg/dl (Santos, 1999), uma

média de erro máxima de 14,9% não é significativa.

Dentre todas as dosagens realizadas apenas duas, utilizando

o método 1, apresentaram valores superiores aos de

referência para a espécie. Aumento fisiológico da glicemia

ocorre em diversas circunstâncias, assim, quando o

valor de glicemia é analisado, devem ser considerarados

o método de contenção usado, o esforço do animal na

hora da colheita e o tempo de jejum (Loeb, 1986).

Conclusão

O glicosímetro poderá ser usado na rotina para

doseamento da glicemia de Cebus apella. Entretanto

sempre deverá ser considerada a possibilidade de um

erro, de até 14,9%, quando sangue periférico for

utilizado. Isto não torna o método menos prático, já

que o resultado é rápido e dispensa tubos e conservação

de amostras.
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Resumo: A tromboflebite jugular em eqüinos é enfermidade

frequente e resulta em alterações cefálicas que podem levar o

animal a óbito. Objetivou-se estudar a viabilidade do enxerto

homólogo da veia jugular conservada em glutaraldeído, em

equinos. Utilizaram-se 16 cavalos hígidos. Cada animal foi

submetido à ressecção de 5 centímetros da veia jugular direita

e substituído por enxerto homólogo de veia jugular, de comprimento

idêntico, fixada em glutaraldeído e mantida sob

refrigeração. Foram realizadas avaliações clínicas diárias,

ultra-sonográficas semanais e histopatológicas aos trinta e

sessenta dias. Os exames clínicos e ultra-sonográficos

revelaram formação inicial de trombos não oclusivos a partir do

décimo dia após a cirurgia. Ao término dos períodos de

avaliação todos os animais apresentaram os segmentos craniais

e caudais ao enxerto, sem evidências de trombos. Ao término do

período de avaliação a região dos enxertos mostrou ausência de

trombos em apenas 2 animais (12,5%), sendo que em 10

enxertos (62,5%) permaneceu a passagem do sangue, apesar

dos trombos não oclusivos aderidos a parede vascular e 4

enxertos (25 %) estavam completamente obstruídos. A

aplicação de enxerto vascular homólogo fixado em glutaraldeído

foi viável na substituição vascular segmentar, nos dez primeiros

dias de avaliação, quando a terapia anticoagulante se fez

presente. Entretanto ao suspender a heparina a trombose

ocorreu de forma maciça na maioria dos enxertos, indicando

que mais estudos são necessários para conseguir a manutenção

do fluxo sanguíneo nos enxertos a longo prazo.

Summary: Jugular thrombophlebitis in horses is a frequent

disease and results in cephalic disturbs that can cause death. The

aim of this study was to investigate the viability of equine

jugular vein’s allograft; the jugular vein was preserved in

glutaraldehyde. Sixteen healthy horses were use. A resection of

five centimeters of the right jugular veins was made and

replaced by jugular vein’s allograft of the same length. The

jugular vein was glutaraldehyde-fixed and keeps under refrigeration.

The clinical evaluation was made daily, the ultrasound

evaluation was made weekly and the histopathologic evaluation

was made at the thirtieth and sixtieth days. The clinical and

ultrasound evaluations revealed initial formation of non occlusive

thrombus, after ten day past the surgery. In the end of the

evaluation period, all animals showed vascular segments cranial

and caudal to the grafts, without thrombus evidence. In this

time, only two animals (12.5%) had no thrombus in the graft

region. In ten grafts (62.5%), the blood flow was preserved

therefore there were non occlusive thrombus fixed in the vascular

wall. Four grafts were completely obstructed. The vascular

allograft application, when it was glutaraldehyde-fixed, was

viable in the segmental vascular replacement, in the first ten

days of evaluation, when anticoagulant therapy was used.

However after heparin interruption, the thrombosis occurred in

massive form on almost all of grafts, indicating that more

studies are necessary to achieve a good blood flow in grafts for

a longer time.

Introdução

A tromboflebite jugular é uma enfermidade

freqüente na clínica de eqüinos, que tem como causas

a lesão iatrogênica por medicações intravenosa; a

endotoxemia que modifica a hemostasia ativando as

plaquetas, aumentando a trombina e as severas perdas

plasmáticas de anticoagulantes séricos, como a proteína

C e antitrombina III (Deem, 1981; Bayly e Vale, 1982;

Traub-Dargatz e Dargatz, 1994). Os sinais físicos costumam

ser apenas locais, onde na palpação percebe-se

o enrijecimento do segmento venoso acometido, com

dor variável e um aumento de temperatura. O edema,

quando presente, costuma ser superficial, acometendo

o tecido subcutâneo e a pele (Gardner, 1991;

Dornbusch et al., 2000). Quando a tromboflebite se

estabelece em ambas as veias jugulares, o animal

apresenta o edema da face, da língua, da faringe, da

laringe e da região parotídea, podendo levar a dificuldades

respiratórias. Ocorre, ainda, o aumento da

pressão do líquido cefalorraquidiano tendo como

conseqüências a letargia generalizada, convulsões,

depressão respiratória e anormalidades eletrolíticas.

Finalmente estas manifestações clínicas somadas a
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dispnéia, asfixia, e o desprendimento de êmbolos que

se alojam no pulmão, acabam por levar o paciente à

morte (Morris, 1989; Rijkennhuizen e Van Swieten,

1998).

O diagnóstico da tromboflebite jugular em eqüinos

é auxiliado pelo exame ultra-sonográfico que avalia a

extensão da trombose. O tratamento da trombose em

diversas espécies animais pode ser feito através da

ativação da fibrinólise, que pode ser realizada com o

uso da uroquinase, da estreptoquinase e do ativador do

plasminogênio tissular, conseguindo-se a conversão

do plasminogênio em plasmina, desfazendo assim, o

trombo recém formado (Maffei et al., 2002). Salienta-se,

entretanto que a estreptoquinase não é eficaz nos

equídeos. Outras opções terapêuticas são a trombectomia

e a revascularização do segmento venoso trombosado

(Wiemer et al., 2005).

Em medicina humana, são utilizados próteses

sintéticas e enxertos biológicos para a substituição de

segmentos vasculares. As próteses sintéticas são

amplamente utilizadas como substitutos arteriais e de

grandes veias, apresentando resultados muitas vezes

pouco satisfatórios no sistema venoso, não podendo

ser implantadas em locais contaminados sob risco de

deiscência e hemorragia (Maffei et al., 2002). Dentre

os enxertos biológicos os do tipo autólogos são indiscutivelmente

superiores, entretanto a sua disponibilidade

é escassa, principalmente para grandes vasos.

Os enxertos homólogos, por sua vez, são testados

exaustivamente na busca de melhores resultados,

dentre estes destaca-se os fixados em glutaraldeído e

os crio-preservados (Moura, 1994)

Poucos são os trabalhos e relatos de cirurgias vasculares

em eqüinos encontrados na literatura, sendo que

na maioria referem-se à ligadura de vasos e a anomalias

vasculares, enquanto numerosas técnicas cirúrgicas

vasculares tem sido descritas em humanos e outras

espécies (Hay, 1998). Os estudos da tromboflebite

jugular eqüina estão focados na utilização de catéteres

e relatos de casos clínicos associados (Ettlinger et al.,

1992; Spurlock et al., 1990; Warmedam, 1998). No

âmbito cirúrgico há relato de três casos com enxertos

autólogos de veias safenas (Rijkenhuizem e Van

Swieten, 1998), um estudo para próteses de "dacron"

trançado (Cannon et al., 1983) e um abrangente estudo

comparativo entre sete diferentes tipos de enxertos de

jugular (Wiemer et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar em eqüinos a

aplicação de enxerto da veia jugular homóloga, fixada

em glutaraldeído e implantada em continuidade na

veia jugular, observando-se os aspectos clínicos,

ultra-sonográficos e histopatológicos.

Material e métodos

Foram utilizados 16 equinos sadios, adultos, de

diversas raças, mantidos em baias individuais,

alimentados com feno de coast-cross e concentrado

comercial e água ad libitum.

O enxerto de jugular, foi obtido de equinos

submetidos à eutanásia por inviabilidade terapêutica,

que tiveram um segmento de vinte centímetros de

veia jugular íntegra coletada sob técnica cirúrgica

asséptica, identificando com uma sutura a porção

cranial, para permitir a identificação do sentido das

válvulas, futuramente, no ato da implantação do

enxerto. O tecido subcutâneo aderido a veia foi

removido para facilitar a posterior manipulação. As

veias foram lavadas com solução fisiológica

heparinizada (50 UI/mL) e imersas em solução de

glutaraldeído 0,2% tamponado durante uma hora,

seguindo a imersão em solução fisiológica com

anfotericina B (2 ug/mL) e gentamicina (2 mg/mL),

conservado então sob refrigeração a 4 ºC, utilizado até

30 dias após a coleta, conforme técnica descrita por

Moura (1994). Uma amostra do vaso foi enviado a

histopatologia para confirmar a integridade da estrutural

da veia.

O implante do enxerto foi realizado sob anestesia

geral de rotina, utilizando-se a veia jugular esquerda

para aplicação dos anestésico. Com o animal em

decúbito lateral esquerdo, procedeu-se à incisão na

pele de aproximadamente 15 cm de comprimento,

sobre o trajeto da veia jugular direita, no terço médio

da região cervical, seguindo a dissecção e isolamento

desta. Neste momento, o animal recebeu heparina via

intravenosa, através da veia femoral, na dose de 150

UI/kg. Fez-se então a interrupção do fluxo sanguíneo

com pinças vasculares tipo De Bakey, proximal e

distal à região do implante, estabelecendo-se a

distância de 10 cm entre as pinças vasculares.

Procedeu-se a ressecção de segmento de 5 cm de

comprimento da veia jugular, sendo este segmento

retirado, encaminhado ao exame histológico para ser

confirmada a integridade do vaso a receber o

implante. Seguiu-se a lavagem abundante do enxerto

com solução fisiológica e implantação da veia

homóloga de mesmo comprimento. Cinco centímetros

da veia conservada foram implantados, com as válvulas

direcionadas no sentido do fluxo sanguíneo,

conforme identificação no ato da colheita dos enxertos.

Para tal utilizou-se lupa de aumento de quatro vezes,

com anastomoses venosas termino-terminais e suturas

simples contínua em padrão único, tomando cuidados

para evitar a estenose vascular, utilizando-se para tal

fio de polipropileno 6-0. Reaproximou-se o tecido

subcutâneo com sutura contínua simples, com fio

poliglactina 2-0. A sutura da pele foi feita com pontos

tipo Wolf utilizando-se fio de nylon 0 monofilamentar.

Cada animal operado recebeu heparina (100 UI/kg)

via subcutânea duas vezes ao dia, durante dez dias;

penicilina benzatina (20.000 UI/kg), via intramuscular

no dia da cirurgia, repetindo-se esta medicação após

72 horas e 1,1 mg/kg de flunixin meglumine a cada 12

horas, durante cinco dias. Curativo local foi realizado
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diariamente com álcool-iodado (5%) até a retirada dos

pontos, no 10º dia de pós-operatório.

As avaliações clínicas locais foram subjetivas,

observando-se edema, aumento de volume localizado,

temperatura local e sensibilidade dolorosa ao toque,

fluxo sanguíneo com observação do ingurgitamento

da veia frente à compressão digital caudal em relação

ao segmento implantado, foram realizadas diariamente

até a retirada dos enxertos aos 30 ou 60 dias

após a cirurgia.

As avaliações ultra-sonográficas foram realizadas

imediatamente antes da cirurgia, no 3° e 7° dias de

pós-operatório, e semanalmente até o 28º dia para

todos os animais e até o 56º dia para 10 animais.

Nestas avaliações, utilizou-se um transdutor de 7,5

megahertz, posicionado em sentido longitudinal e

transversal em relação a veia jugular. Observou-se a

presença do fluxo sanguíneo no vaso íntegro, na

região do implante como nas porções cranial e caudal

a este. Foram mensuradas as áreas transversais dos

vasos ingurgitados nos segmentos cranial ao enxerto,

no enxerto e caudal ao enxerto e de modo semelhante

para as espessuras das paredes venosas, cujos resultados

foram submetidos a análise estatística de perfil

(Morrison, 1990). Foram ainda observadas ocorrências

e características dos trombos quanto a localização,

forma, recanalização e compressibilidade venosa

frente à pressão exercida pelo transdutor.

Para os exames histopatológicos, o enxerto

implantado na veia jugular direita foi removido

cirurgicamente, sob anestesia geral, compreendendo

ambas as suturas e o enxerto, ligando-se com fio de

náilon os cotos venosos proximal e distal, seguindo

sutura de pele simples contínua com o mesmo tipo

de fio. Estes procedimentos foram realizados 30 dias

após o implante em 6 animais e aos 60 dias em

10 animais.

Observou-se na avaliação macroscópica a presença

de fluxo sanguíneo ao corte transversal do vaso, além

da presença de trombose, o espessamento e o enrijecimento

da parede vascular. O segmento removido foi

lavada com solução heparinizada (50 UI/ml), sendo

então fixada em formol, preparada e processada

conforme rotina hitopatológica. As lâminas foram

coradas pelas técnicas da hematoxilina-eosina (HE) e

Tricrômio de Masson. Na avaliação histopatológico

identificou-se a presença de recanalização dos trombos,

presença de endotélio, características da camadas

vasculares com o tipo de infiltrado e as características

do colágeno existente.

Resultados

O enxerto conservado em glutaraldeído mostrou boa

manipulação cirúrgica, devido a sua maior rigidez, o

que facilitava a aplicação da sutura, quando comparado

a veia jugular íntegra, do receptor.

Ao exame clínico no local do implante, observou-se

edema em todos os animais, nos três primeiros dias de

pós-operatório. A sensibilidade dolorosa ao toque

ocorreu em todos os animais, permanecendo em

média por quatro dias.

O garroteamento digital realizado proximal ao

enxerto promoveu a dilatação venosa de todo o

segmento cranial com distensão da região do enxerto

observável até o 10º dia após a cirurgia, com os

enxertos apresentando redução gradativa da capacidade

de distensão devido ao aumento da rigidez do

enxerto pela deposição de tecido fibroso perivascular.

Após o décimo dia de pós-operatório, observou-se o

ingurgitamento dos segmentos cranial e caudal ao

enxerto, frente ao garroteamento do vaso, aspecto este

presente em todos os animais até o final das observações

no dia da coleta de material para os exames

histopatológicos.

Os exames ultra-sonográficos no 3º e 7º dias do

pós-operatório foram mais difíceis devido ao acúmulo

de líquido perivascular, tendendo a uma melhor

diferenciação das estruturas após a primeira semana

pós-operatória (Figura 1).

A partir do 14º dia observou-se início da formação

de pequenos trombos murais no enxerto, identificados

pela maior ecogenicidade, pela turbulência que

causavam ao fluxo sanguíneo e pela diminuição local

da compressibilidade do vaso. O fluxo sanguíneo

venoso mostrava diferentes trajetos devido aos trombos

possuírem diversas posições, formas e dimensões.

Estes trajetos mostraram-se únicos, posicionados no

centro ou marginalmente ou múltiplos de menor calibre,

todos sem possibilidade de mensuração objetivas do

fluxo devido à irregularidade e sinuosidade destes.

Ao término dos períodos de avaliação todos os

animais apresentaram os segmentos craniais e caudais

ao enxerto, sem evidências de trombos. A região dos

enxertos mostrou ausência de trombos em apenas 2

animais (12,5%), sendo que em 10 enxertos (62,5%)

permaneceu a passagem do sangue, apesar dos

trombos não oclusivos aderidos a parede vascular e

finalmente, 4 enxertos (25%) estavam completamente

obstruídos (Figura 2).

Figura 1 - Imagem da veia jugular com implante homólogo, no terceiro

dia de pós-operatório, nos cortes longitudinal (A) e transversal (B),

observando-se acúmulo de líquido perivascular (seta).
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A mensuração da área transversal nas regiões

proximal e enxerto diferiram significativamente aos

49 dias (Figura 3). O espessamento da parede do

enxerto e do segmento cranial fez-se presente de

forma gradativa, com maior espessamento nos últimos

momentos avaliados (Figura 4).

No ato da coleta das veias para os exames histopatológicos,

os enxertos apresentaram-se rígidos à palpação,

com intensa fibrose perivascular. A presença de

fluxo sanguíneo foi observada em 12 animais, através

da secção da veia jugular proximal ao enxerto. Ao

corte transversal das peças coletadas observou-se a

presença de trombos em todos os seis animais aos 30

dias, sendo três oclusivos e em oito dos animais aos 60

dias, sendo nestes apenas um totalmente oclusivo.

Os exames histopatológicos aos 30 dias apresentaram

incorporação do enxerto, com migração celular

estabelecida da periferia para as camadas mais

centrais, com áreas de hemorragia focal na camada

externa em três animais. Na parede do enxerto observou-

se tecido de granulação mais jovem, quando

comparado com a periferia, infiltrando-se no colágeno

original do enxerto, mostrando um arranjo radial

constituído por grande número de fibroblastos e

moderada quantidade de fibras colágenas. Estes componentes

acumularam-se ao redor de vasos neoformados

e avançaram em direção da luz do enxerto, com

infiltrado de mononucleares em grau moderado.

Observou-se regeneração da camada íntima e hiperplasia

endotelial em um animal e nos demais ocorreu

recobrimento por camada de fibrina. Todos os animais

apresentaram trombos intra-luminais. Em dois deles

houve organização da base do trombo e em um animal,

observou-se a recanalização (Figura 5).

Aos 60 dias, a histopatologia mostrou tecido de

granulação periférico, maduro, rico em colágeno e

pouco vascularizado. O infiltrado inflamatório

perivascular foi mais discreto, composto por mononucleares.

Houve acúmulos focais de macrófagos

repletos de pigmento de hemossiderina. Na parede do

enxerto, a vascularização infiltrava-se por entre as

fibras colágenas originais, acompanhada de fibroblastos

em proliferação ocupando extensas áreas do enxerto.

O infiltrado inflamatório na parede do enxerto

apresentou grau discreto, constituído por mononucleares

e arranjo multifocal. Na camada íntima, a

presença do endotélio foi observada em três animais.

Nos animais restantes a íntima mostrou-se recoberta

por camada de fibrina. O lúmen vascular do enxerto

apresentava-se preenchido por trombos murais em

oito animais. Cinco destes mostraram organização da

base do trombo, com recanalização em dois destes.

Discussão

A utilização do enxerto vascular fixado em glutaraldeído

apresentou boa manipulação cirúrgica, sendo

possível a realização do implante com as suturas

anastomóticas, conforme descrito (Moura, 1994).

Equinos e humanos com tromboflebite unilateral,

com obstrução total do fluxo, podem desenvolver

hipertensão venosa seguida de edema facial (Hay,

Figura 3 - Médias das áreas (cm2) das veias operadas, nos segmentos

cranial, enxerto e caudal, nos momentos (dias) diferentes, com as

respectivas linhas de tendência (lineares) para cada segmento.

Figura 4 - Espessura média da parede dos vasos operados nos segmentos

cranial, enxerto e caudal, nos diferentes momentos (dias) do pós-

-operatório, com as linhas de tendência (lineares) para cada segmento.

Figura 2 - Resumo dos achados macroscópicos aos 30 e 60 dias de pós-

-operatório, no momento da retirada dos enxertos.

Figura 5 - Fotomicrografia do enxerto da veia jugular de eqüino do

grupo 2 (60 dias), mostrando o trombo recanalizado (t) e o lúmem

vascular (l). Tricrômio de Masson. Aumento de 150X em corte transversal.

área (cm2)
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1992), edema de cabeça e língua, sintomas estes não

observados em nenhum dos animais durante o experimento,

atribuindo-se a boa perviedade dos enxertos,

permitindo drenagem sanguínea satisfatória. As

alterações locais como edema, hiperemia e dor à

palpação (Gardner et al., 1991), presentes até o

quinto dia de pós-operatório, indicaram um processo

inflamatório esperado, dada a manipulação cirúrgica a

que os animais foram submetidos. Não indicando a

presença de trombose oclusiva total, pois os segmentos

craniais e caudais ao enxerto rapidamente dilatavam-se,

quando realizado o garroteamento venoso proximal na

entrada do tórax.

O teste da compressibilidade vascular exercida com

o transdutor tem alta sensibilidade e especificidade

(de 89 a 96% e de 97 a 100% respectivamente), nos

casos de trombose venosa aguda (Pini et al., 1999;

Cronan et al., 1987). Porém o marcado espessamento

progressivo da parede do enxerto somado à fibroplasia

perivascular pós-operatória aumentaram a resistência à

compressão pelo transdutor, requerendo maior força

de pressão sobre o vaso para obter-se a compressão

(Cronan e Leen, 1989). A maior rigidez do vaso

implantado, a fibroplasia perivascular e a ocorrência

de trombo intraluminal, semelhante ao observado em

humanos (Cronan e Leen, 1989; Harjula e Matila,

1980) conferiram o aspecto ingurgitado na região do

enxerto. Hussni e colaboradores (2006), observaram

que a recanalização dos vasos com trombose, nos

equinos, ocorre frequentemente, tendo início em um

dos lados do trombo, com redução gradativa do

tamanho, permitindo um aumento do fluxo sanguíneo

através do vaso afetado.

A observação macroscópica dos enxertos colhidos

para posterior exame histopatológico confirmaram as

observações ultra-sonográficas quanto à presença e

forma dos trombos, com suas diferentes aberturas, que

permitiam a passagem de sangue através do enxerto,

semelhante ao descrito (Stainki et al., 2001). A

trombose que se estabeleceu na maioria dos animais

operados não obstruiu totalmente o fluxo de sangue

através do segmento implantado, dado este que veio a

confirmar a ultra-sonografia e a avaliação clínica.

Os enxertos retirados de quatro animais, com

aspecto oclusivo total, se contrapõem ao observado

clinicamente, provavelmente devido a presença de

pequenos vasos periféricos colaterais permitindo o

fluxo da porção cranial para a porção caudal ao

enxerto, aspecto este que não é possível de se observar

no ultra-som em escala de cinza.

Os exames histopatológicos revelam a incorporação

do enxerto da periferia em direção ao centro, fato

observado pela migração dos monócitos e macrófagos,

além da progressiva substituição do colágeno do

enxerto, nos momentos 30 e 60 dias, dados estes de

acordo com os observados em próteses sintéticas

(Muller e Dasbach, 1994). A presença de inflamação

foi discreta tanto aos 30 como aos 60 dias e estes

dados estão de acordo com a literatura que também

relata reação inflamatória mínima nos enxertos

fixados com glutaraldeído (Perloff et al., 1981; Dardik

et al., 1980; Ketharnathan e Christie, 1980).

O glutaraldeído reduz a antigenicidade do enxerto

homólogo, permitindo boa preservação histológica da

estrutura vascular (Vermassen, 1994), considerado

que enxertos fixados em glutaraldeido liberam este

produto citotóxico (Wiebe et al., 1988), para reduzir

tal fenômeno procedeu-se a lavagem abundante do

enxerto com solução fisiológica antes da implantação,

O tratamento anti-trombótico com heparina durante

os primeiros dez dia de pós-operatórios, preveniu a

ocorrência de trombos nos enxerto estudado, neste

momento. Deve-se, entretanto reavaliar a terapia

anti-trombótica a ser preconizada em outras situações,

sugerindo uma terapia antitrombótica por longos

períodos, de forma similar a preconizada em humanos

(Maffei et al., 2002).

Foi possível concluir que: o enxerto venoso homólogo

jugular de equinos, conservado em glutaraldeído,

possui boa consistência para a manipulação cirúrgica.

A técnica cirúrgica de implante do enxerto jugular

homólogo foi viável no restabelecimento do fluxo

sanguíneo venoso apenas nos dez primeiros dias de

estudo; período em que perdurou a terapia anticoagulante

com heparina, que atuou na prevenção da

formação de trombos. Faz-se necessários mais estudos

visando inibir a trombose pós operatória, utilizando,

ainda segmentos enxertados em áreas mais extensas,

para podermos finamente utilizar em pacientes

acometidos naturalmente de trombose jugular

obstrutiva.

Financiamento do Projeto

Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado de São

Paulo – FAPESP.
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Resumo: Neste experimento, foram realizadas e avaliadas duas

técnicas cirúrgicas para acesso ao tórax em modelos experimentais

caprinos. A primeira, toracotomia por esternotomia

mediana, utilizou 11 caprinos machos, pertencentes ao grupo I

(GI). A segunda, toracotomia intercostal simples, utilizou 3

caprinos machos e 3 fêmeas, pertencentes ao grupo II (GII).

Todos os animais eram adultos, sem raça definida, clinicamente

sadios, com idade média de 22,36±2,8 meses e peso médio de

19,18±5,91 kg. Os animais foram anestesiados com acepromazina

(0,25 mg/kg) na pré-medicação, quetamina (3 mg/kg)

e midazolam (0,2 mg/kg) associadas na indução, e halotano

na manutenção, sob ventilação controlada. A técnica de toracotomia

por esternotomia mediana (GI) objetivou o acesso à

cavidade torácica através do esterno e a técnica de toracotomia

intercostal simples (GII) objetivou o acesso à cavidade torácica

pelo 4º espaço intercostal. A síntese dos tecidos moles foi feita

com fio categute cromado 2-0. A síntese da derme foi feita com

fio náilon monofilamentar 2-0. A retirada de ar e algum

líquido, quando presente, foi feita com sonda colocada na

cavidade. A técnica de toracotomia trans-esternal é indicada

para utilização experimental clínica na espécie caprina. Ela possibilita

uma ampla exposição e exploração cirúrgica dos órgãos

torácicos. A técnica de toracotomia intercostal, independente do

espaço abordado, também demonstrou-se indicada à utilização

experimental nessa espécie, com algumas vantagens em relação

à primeira. A drenagem com conjunto sonda/válvula de três

vias/seringa também demonstrou-se eficaz quanto a sua utilização,

não sendo notadas alterações pós-operatórias indesejáveis.

Palavras–chave: caprino, técnica cirúrgica, toracotomia

Summary: This study was designed to accomplish and to

evaluate two surgical techniques for access the thorax in experimental

goat models. The first technique, medial esternotomy

thoracotomy, enrolled 11 males, belonging to group I (GI). The

second one, intercostal thoracotomy, involved 3 males and 3

females, belonging to group II (GII). All the animals were

healthy mixed adults, medium 22.36±2.8 months old and with

mean body weight of 19.18±5.91 kg. The animals were anesthetized

with acepromazine (0.25 mg/kg) on premedication,

ketamine (3 mg/kg) and midazolam (0.2 mg/kg) combined in

the same syringe on induction, and halothane on maintenance,

with controled ventilation. The purpose of the first technique

(GI) was to access the thorax by medial esternotomy and the

second one (GII) was designed to access the thorax through the

4th intercostal space. Soft tissue synthesis was made by 2-0

chromic catgut. Derm synthesis was made by 2-0 monofilamentar

nylon. The drainage of air and some liquid was made by a

ounding-line placed in thoracic cavity. Transsternal thoracotomy

is indicated to clinical experimental use in goats. It can expose

and explore thoracic viscera widely. Intercostal thoracotomy,

independently of the approached space, is also indicated to

experimental use in goats, demonstrating some advantages

compared to the first technique. The drainage was efficient

in these surgeries. There were not undesirable postoperative

modifications.

Keywords: goat, surgical technique, thoracotomy

Introdução

Atualmente, a utilização de técnicas cirúrgicas relacionadas

à cavidade torácica na espécie caprina

restringe-se, quase que totalmente, à elaboração de

modelos que têm por objetivo explorações cirúrgicas

experimentais. Tais experiências visam testar novos

tratamentos para lesões que ocorrem nos órgãos desta

cavidade. Estes estudos servem de base para adaptações

das técnicas desenvolvidas com sucesso para a

espécie humana.

Um dos fatores responsáveis pela escolha da espécie

caprina para o desenvolvimento de estudos desta

natureza é a similaridade de estruturas torácicas apresentadas

entre esta e a espécie humana (Lawrence et

al., 1997).

Baseados nas informações colhidas e no interesse

de desenvolver uma pesquisa nesta área resolveu-se

buscar e avaliar as técnicas atualmente em uso e

tecer informações que possibilitassem a construção de
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informações práticas para outros pesquisadores que

possam vir a ter dúvidas sobre que tipo de procedimento

invasivo utilizar em situações em que seja

necessário trabalhar a cavidade torácica.

Este trabalho teve por finalidade observar a

aplicação das técnicas de toracotomia trans-esternal

e intercostal em caprinos, verificando se as vias

de acesso testadas adequam-se à realização de procedimentos

cirúrgicos na cavidade torácica e ainda

observando e avaliando essas vias no que diz respeito

aos órgãos que podem ser acessados pelas mesmas,

determinando assim suas abrangências e limitações.

Material e métodos

Nesse experimento foram realizadas e avaliadas

duas técnicas cirúrgicas, a primeira, toracotomia por

esternotomia mediana utilizou 11 caprinos machos, a

segunda, toracotomia intercostal simples, utilizou 3

caprinos machos e 3 fêmeas. Todos os animais eram

adultos, com idade média de 22,36±2,8 meses e peso

médio de 19,18±5,91 kg, procedentes de alguns

municípios circunvizinhos à cidade de Teresina – PI.

Os animais classificados como clinicamente sadios,

após exames realizados, foram vermifugados com

Cloridrato de Levamisol a 5% (Ripercol. Fort Dodge

Saúde Animal Ltda. São Paulo - SP) na dose de

5 mg/kg por via oral. A alimentação durante o experimento

foi feita com volumoso e água à vontade

e suplementada com ração concentrada. Todos os

animais receberam um jejum sólido de 24 horas,

acompanhado de jejum hídrico de 6 horas antes da

realização das cirurgias.

Utilizou-se na pré-medicação acepromazina 2%

(Acepran 1%. F. A. Univet S.A. São Paulo - SP) na

dose de 0,25 mg/kg. Na indução, feita 30 minutos

após a MPA, foi utilizada uma associação de quetamina

5% (Ketamin 5%, Cristália Produtos Químicos

e Farmacêuticos Ltda. São Paulo – SP) na dose de

3 mg/kg e midazolam (Dormium 0,5%, União Quím.

Farm. Nacional S.A. São Paulo – SP) na dose de

0,2 mg/kg, sendo, em seguida, o animal posto na calha

cirúrgica.

Após a indução cada animal foi colocado em

decúbito dorsal sobre a calha cirúrgica, sendo rapidamente

entubado com sonda endotraqueal n.º 7

(Embramac-Empresa Bras. Mat. Cir. Ind. Com. Imp.

Exp. Ltda.) e ligado a um aparelho de anestesia volátil

(Takaoka. Série Nisei Takaoka do Brasil) com circuito

semi-fechado do tipo circular bivalvular, mantido sob

o efeito do halotano (Cristália Produtos Químicos e

Farmacêuticos Ltda. São Paulo – SP) em respiração

expontânea com oxigênio a 100% até atingir o plano

cirúrgico. Em seguida, cada paciente continuou

recebendo halotano e oxigênio a 100% a um fluxo de

30 ml/kg/min (com uma concentração aproximada de

5%), misturados em vaporizador do tipo universal,

com regime de ventilação passando a ser controlado,

com freqüência constante de 20 movimentos respiratórios

por minuto, ciclado a pressão inspiratória de

15 cm de H20 e desinsuflação passiva. Logo em

seguida a calha era retirada e o paciente era colocado

em decúbito lateral para realização da cirurgia. Cada

animal foi preparado com anti-sepsia local com

solução de iodo a 1% e fixação de pano de campo

cirúrgico sobre o tórax do animal.

A técnica de toracotomia por esternotomia mediana

(trans-esternal) iniciava-se, em média, 5 minutos após

a indução anestésica, com o animal já sob manutenção

pelo halotano e mantido sob ventilação controlada.

A cirurgia tinha início através de uma incisão no

sentido crânio-caudal sobre a linha média ventral na

derme que recobre o esterno (Figura 1-A). Tal incisão

começava na altura do manúbrio e se estendia até

passar dois a três centímetros da cartilagem xifóide,

em direção à cavidade abdominal. Em seguida, através

de uma segunda incisão, foram acessados os tecidos

subcutâneos e ligamentos fasciais até a linha média

esternal delimitada pela estrutura esternal, que determinou

a profundidade da incisão. Essa mesma incisão

continuou até atingir a cavidade abdominal, sendo

feita sobre a linha alba até os limites da primeira

incisão.

Com a exposição da estrutura esternal, procedeu-se

a abertura da cavidade torácica. Inicialmente, um

osteótomo foi introduzido na cavidade abdominal

através da incisão sobre a linha Alba. Com a lâmina

do osteótomo tocando a extremidade caudal da

cartilagem xifóide e estando o mesmo voltado em

direção ao manúbrio, iniciou-se a abertura da cavidade

torácica com a ajuda de uma marreta ortopédica

(Figura 1-B). A incisão, prolongada até o manúbrio

(sentido caudo-cranial), dividiu o esterno ao meio,

evitando-se em todo momento o contato com as estruturas

intratorácicas, até a total abertura da cavidade.

Em seguida foi colocado um afastador de costelas

tipo Finochietto para que fossem feitas as observações

pertinentes a este trabalho a respeito das estruturas

que podem ser acessadas nessa técnica (Figuras 1- C,

D e E).

Após a exploração da cavidade torácica e retirada

de fragmentos necessários para realização de

microscopia em outros experimentos, os animais

foram sacrificados.

A técnica cirúrgica pela via intercostal simples,

utilizada no grupo II, foi realizada sobre o 4º espaço

intercostal. A cirurgia iniciava-se com o animal já sob

manutenção pelo halotano e mantido sob ventilação

controlada em decúbito lateral direito. Inicialmente,

tracionava-se o membro anterior esquerdo para frente,

fixando-o de modo a expor o campo operatório. Após

a localização do 4º espaço intercostal, procedeu-se a

diérese da pele com uma incisão no sentido dorso-ventral

de aproximadamente sete centímetros, seguida de

divulsão da tela subcutânea (Figura 2-A). Em seguida,

89

Almeida ECS de et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 87-95

Figura 1 - Desenvolvimento da técnica de toracotomia trans-esternal:

A – Incisão crânio-caudal sobre a linha média ventral na derme que recobre o esterno;

B – abertura da cavidade torácica com osteótomo e marreta ortopédica;

C – dissecação da artéria torácica interna esquerda;

D – pericardiotomia;

E – visualização do sulco interventricular.

Almeida ECS de et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 87-95
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foram feitas incisões sobre os músculos grande dorsal

e serrátil ventral, no mesmo sentido da incisão inicial,

até a evidenciação da quarta e quinta costelas e musculatura

intercostal correspondente. Em continuação,

o músculo intercostal externo, seguido do interno

e pleura parietal foram incididos por cerca de 1 centímetro.

Posteriormente, ampliou-se a incisão no

sentido dorsal e ventral até os limites da incisão

inicial, visualizando-se por fim a cavidade torácica,

observando-se o pericárdio que recobria o coração em

seu terço médio, além de parte do lobo pulmonar

médio.

Após exploração da cavidade torácica, fez-se uma

pequena perfuração na musculatura intercostal do

quinto espaço, em um ponto médio-ventral da parede

lateral da cavidade, até o limite da derme, porém, sem

perfurá-la. Em seguida, observando uma linha paralela

ao dorso do animal fez-se uma pequena incisão na

derme, afastada entre três e quatro centímetros da

primeira perfuração, onde, através desta e com o

auxílio de uma pinça hemostática curva, levou-se uma

sonda uretral n.º 8 esterilizada (Embramed Ind. Com.

Ltda. São Paulo-SP), até a altura da primeira perfuração,

transpassando-a. Em seguida, liberou-se a

sonda, já na cavidade torácica e retirou-se a pinça. A

sonda foi então tracionada em cinco centímetros para

o interior da cavidade e colocada de forma que,

quando a cavidade fosse fechada, a ponta da sonda

permanecesse nas proximidades do ápice do coração,

no limite ventral da cavidade. Acoplada a esta sonda

colocou-se uma válvula de três vias e uma seringa de

20 ml (Figuras 2-C e D), para posterior drenagem e

restabelecimento da pressão negativa da cavidade

torácica.

A síntese da cavidade torácica nos animais se deu da

seguinte forma: inicialmente, procedeu-se a miorrafia

intercostal interna e externa com fio categute cromado

n.º 2-0 (Somerville Ltda. Jaboatão dos Guararapes-

PE) com sutura em "X" separado (Figura 2-B). A

miorrafia dos músculos serrátil ventral e grande

dorsal foi feita individualmente em cada grupamento

com fio categute cromado n.º 2-0 em sutura contínua

do tipo festonada, no sentido dorso-ventral. Em seguida,

procedeu-se a redução do espaço morto subcutâneo

com sutura contínua tipo "Cushing", também com fio

categute n.º 2-0. A dermorrafia foi feita com fio nylon

monofilamentar n.º 2-0 (Somerville Ltda. Jaboatão

dos Guararapes-PE) em suturas tipo "X" (Figura 2-C).

Na ferida cirúrgica foi aplicada uma pomada a base de

nitrofurazona, fazendo-se ainda um curativo com gaze

sobre a ferida (Figura 2-E).

Depois de fechada a cavidade completamente, com

o auxílio do conjunto sonda/válvula/seringa, retirou-

-se da cavidade o ar e líquido que havia se acumulado.

A retirada só terminou quando, após vários movimentos

de retirada de ar, a pressão na seringa se tornava

negativa. Nesse momento, a sonda foi removida e o

orifício da pele coberto com esparadrapo.

Logo após, a manutenção anestésica foi retirada e o

animal passou a receber apenas o oxigênio a 100%.

Reduziu-se a ciclagem da pressão controlada gradativamente

até que o paciente começasse a respirar por movimentos

voluntários novamente, momento em que foi

feito o desacoplamento do aparelho anestésico. O paciente

era então retirado da mesa cirúrgica para observação

e colocado em decúbito lateral direito (Figura 2-F).

Quando o paciente apresentava o reflexo laríngeo, era

então extubado e acompanhava-se o pós-operatório

imediato ainda na sala de cirurgia por mais três horas.

Em seguida, o paciente era enviado para baia-enfermaria

para acompanhamento do pós-mediato, que durou oito

dias. Após este período, era procedida a retirada dos

pontos, faziam-se exames radiográficos para avaliação

de possíveis seqüelas decorrentes do ato cirúrgico que,

após descartadas, implicavam em alta dos pacientes.

Resultados

A duração média da técnica cirúrgica trans-esternal

variou entre sessenta a noventa minutos, fazendo parte

desse período as etapas de abertura, exploração e dissecação

das estruturas envolvidas até o sacrifício dos

animais para colheita de material para outros estudos.

A técnica de toracotomia trans-esternal no caprino

permitiu uma exploração ampla de todas as estruturas

torácicas. Essa abordagem apresentou uma excelente

visualização, exploração e palpação dos lobos pulmonares

dos lados direito e esquerdo, pleura, saco

pericárdio, coração e suas estruturas de interesse em

procedimentos experimentais como ventrículos direito

e esquerdo, sulco coronário esquerdo com o ramo

interventricular paraconal da artéria coronária esquerda,

a grande veia cardíaca, aurícula esquerda e parte

da direita, aorta ascendente, veia cava cranial, artéria

mamária, esôfago e diafragma. Dissecou-se a artéria

torácica interna esquerda (Figura 1-C) e em seguida

realizou-se a pericardiotomia com fixação do mesmo

e exposição do coração (Figura 1-D), com suas estruturas,

em especial, o sulco interventricular (Figura 1-

E), por onde passa a artéria interventricular anterior,

alvo mais freqüente das cirurgias de revascularização

através da anastomose desta com a artéria torácica

interna (mamária) esquerda ou direita.

Ao final do experimento, todos os pacientes foram

sacrificados dado à necessidade da retirada de

fragmentos do endotélio vascular para avaliação em

estudos posteriores.

A duração média da cirurgia pela via intercostal

variou entre quarenta e cinqüenta minutos. A técnica

de toracotomia intercostal simples pelo hemitórax

esquerdo em caprinos permitiu uma exploração mais

restrita que a demonstrada pela técnica anterior. Nessa

abordagem, o que se observou foi uma exposição e

exploração limitadas de órgãos, ficando restritas às

estruturas torácicas adjacentes à incisão localizada na
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categute n.º 2-0 e a dermorrafia feita com nylon

monofilamentar n.º 2-0 com pontos em "X" separados,

também proporcionaram um fechamento da

incisão livre de complicações.

A técnica de drenagem através da inserção de sonda

por orifícios não-comunicantes na cavidade torácica,

com sua retirada imediata após drenagem, mostrou-se

eficaz, não sendo observados sinais de penoumotórax,

o que foi confirmado também por exames radiológicos

realizados no pós-operatório.

Neste segundo grupo, todos os animais passaram

por tratamento pós-operatório e foram acompanhados

até a total recuperação, não ocorrendo nenhum óbito

neste período.

parede lateral do hemitórax esquerdo. As estruturas

acessadas foram o saco pericárdio e músculo cardíaco

e parte dos lobos apical e médio que não foram

exteriorizados.

A miorrafia intercostal, com categute cromado 2-0

com sutura em "X" separado em alguns momentos

lacerou a musculatura no memento da sua perfuração.

A miorrafia dos músculos serrátil ventral e grande

dorsal, feitas individualmente com o mesmo tipo de

fio e sutura contínua "festonada" no sentido dorso-

-ventral proporcionaram o fechamento da parede

costal sem complicações trans ou pós-operatórias

expressivas. A redução do espaço morto subcutâneo

com sutura contínua tipo "Cushing", feita com

Figura 2 – Desenvolvimento da técnica de toracotomia intercostal simples na espécie caprina: A – Incisão sobre o 4º espaço intercostal com divulsão

da tela subcutânea; B – Miorrafia intercostal interna com fio categute com sutura tipo "X"; C – Dermorrafia com fio de náilon com sutura tipo "X";

C e D – colocação de sonda na cavidade torácica para posterior drenagem; E – Curativo com aplicação de pomada a base de nitrofurazona; F – Animal

na posição de decúbito lateral direito.
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Discussão

Há algum tempo, os pequenos ruminantes vêm

sendo utilizados como modelos experimentais em

procedimentos cirúrgicos na cavidade torácica. As

técnicas utilizadas já descritas envolvem procedimentos

experimentais como correções de cardiomiopatias

e realização de biópsias (Radermecker et al., 1993),

testes de válvulas cardíacas (Dohmen et al., 2002) e

implantes cardíacos (Santos et al., 2002).

As toracotomias são classificadas de acordo com o

tipo de incisão utilizada em: transversal, lateral, ventral,

anterior e transabdominal. O acesso lateral pode ser

feito de três maneiras diferentes: por secção intercostal,

por ressecção costal e por semi-ressecção da

costela ou em bloco (Archibald e Harvey, 1974).

A utilização da via trans-esternal para a realização

de toracotomias vem sendo utilizada rotineiramente,

de acordo com a literatura estudada em diferentes

espécies animais (Ranzani et al., 1990; Sweet e

Waters, 1991; Radermecker et al., 1993; Faria, 1999;

Ringwald, 1996). A via lateral intercostal também é

muito utilizada em técnicas que utilizam acessos

simples (Pinto et al., 1993; Oliveira et al., 1999; Sader

et al., 2000; Santos et al., 2002; Brondani et al., 2003;

Mazzanti et al., 2001, 2003; Ishizaki et al., 2005) ou

em bloco (Moura et al., 1991; Baccarin e Alvarenga,

1999). Todas essas pesquisas envolveram procedimentos

experimentais e terapêuticos, o que demonstra a

abrangência desse tipo de cirurgia para medicina

humana e veterinária.

A toracotomia trans-esternal realizada neste experimento

deu-se, nas etapas iniciais, de acordo com

Ringwald (1996), através de uma incisão na linha

média ventral, que se prosseguiu através dos tecidos

subcutâneos e ligamentos até a linha média esternal,

seguida de procedimento diferente na abertura da

cavidade torácica, utilizando-se para a abertura da

mesma um osteótomo e uma marreta, que, posicionados

sobre a cartilagem xifóide, abriram caminho

através de incisão crânio-caudal que atingiu toda a

extensão da cavidade. Este autor sugere que, para a

incisão inicial, seja utilizada uma serra óssea oscilante

com profundidade de corte delimitada pela linha das

esternebras. Após a incisão inicial, a mesma seria

ampliada por osteótomo e marreta. Sweet e Waters

(1991) relataram sobre o papel da cirurgia por via

trans-esternal no controle e tratamento de diversas

complicações patológicas passíveis de ocorrer no

tórax de cães, citando essa via como sendo muito

importante para tal fim. Ranzani et al. (1990) utilizaram

a via trans-esternal para correção de patologia

diafragmática iatrogênica (hérnia) em cães. Nesse

experimento, o autor colheu parte do saco pericárdio

de eqüinos, procedeu a assepsia do mesmo e o conservou

em glicerina, utilizando-o posteriormente em

implante em solução de continuidade no diafragma

dos animais. Além da correção de hérnia em cães, essa

via foi também explorada em modelo experimental

caprino, porém, com outras finalidades. Rademecker

et al. (1993) desenvolveram uma técnica de

cardiomioplastia em caprinos, onde um fragmento de

músculo esquelético homólogo foi utilizado de duas

formas: na substituição de uma parte do miocárdio e

como reforço do mesmo sem substituição.

Apesar de não haver sido realizado o fechamento

das cavidades torácicas dos animais do GI, a literatura

cita que, em carnívoros domésticos, esse procedimento

é feito envolvendo as quatro camadas incididas: esterno,

fáscia muscular, tecido subcutâneo e pele. Na união do

esterno, o fechamento é feito com fio de aço inoxidável

monofilamentar em animais com mais de dez

quilos ou com náilon ou polipropileno monofilamentares

em cães e gatos com menos de dez quilos.

Os padrões de fechamento podem ser: em forma de

"oito", envolvendo intercostos e esternebras; ou

fechamento com cerclagem completa simples nos

espaços intercostais. Nesses casos, deve-se ter

cuidado durante a colocação da sutura para se evitar as

artérias torácicas internas e os vasos intercostais. Após

todas as suturas ou fios terem sido colocados, são

apertados até que se obtenha a estabilidade esternal. O

fechamento da fáscia, tecido subcutâneo e pele são

feitos de forma rotineira (Ringwald, 1996).

Ringwald (1996) apontou como sendo complicações

incisionais decorrentes da esternotomia

mediana: o edema, presença de secreção, infecção e

deiscência. Elas ocorreriam principalmente devido à

localização ventral da incisão. Outras complicações

associadas seriam o retardo da união esternal e a

infecção esternal. A deiscência e a não-união ocorreriam

secundariamente à infecção, ao puxamento dos

fios através do esterno, ao rompimento do fio e à

instabilidade esternal. O autor citou que a correção de

tais complicações envolve a reestabilização do esterno

e o tratamento da infecção, quando presente.

A escolha do antímero e a localização da incisão na

toracotomia intercostal simples vão depender do tipo

de procedimento a se realizar. Nelson (1986) citou que

quando o objetivo da cirurgia for acessar o coração ou

área hilar dos pulmões, a toracotomia deve ser realizada

no quarto ou quinto espaço intercostal, enquanto

que se o objetivo for acessar o esôfago caudal ou

diafragma, a mesma deve ser feita no oitavo espaço

intercostal.

O hemitórax esquerdo é muito acessado para intervenções

nos vasos torácicos, coração, suas válvulas e

saco pericárdio, pulmão (ipsilateral) e diafragma.

Oliveira et al. (1999), em seus estudos com cães,

avaliaram a utilização do clampeamento da aorta

torácica como forma de manutenção da pressão e

circulação sanguíneas para os órgãos vitais quando da

ocorrência de traumas seguidos de hemorragias nos

órgãos abdominais. Nesse clampeamento, os autores

utilizaram como via de acesso o oitavo espaço intercostal

com uma incisão na porção dorsal do tórax;
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áreas localizadas abaixo do coração também podem

ser acessadas. Dohmen et al. (2002) ressaltaram a

importância de trabalhar com modelos valvulares

substitutos na correção de patologias circulatórias

cardíacas. Os autores, trabalhando com ovinos jovens,

prepararam válvulas através da engenharia de tecidos

e, posteriormente, as implantaram através de minitoracotomia

no segundo intercosto. Também com ovinos,

trabalharam Santos et al. (2002). Nessa pesquisa, foi

desenvolvido e implantado para testes em ovinos, um

tubo valvulado bioprótese do tipo "stentless". A

implantação do mesmo deu-se através de toracotomia

lateral ao nível do quarto espaço. Pesquisas no

pericárdio também podem ser motivos para intervenções

intercostais pelo lado esquerdo. Sader et al.

(2000), informaram que esta estrutura não é indispensável

ao funcionamento do coração, entretanto, a sua

falta, mesmo parcial, pode causar alguns problemas.

Nesse experimento, os autores apontam como alternativa

para a substituição de partes do saco pericárdio, a

implantação de uma membrana de látex natural, com

o acesso acontecendo pelo quinto espaço intercostal.

Os pulmões também constituem importantes estruturas

que podem ser acessadas cirurgicamente através

dessa via. Ishizaki et al. (2005), trabalhando com

felinos, propôs a lobectomia pulmonar parcial como

forma de terapêutica alternativa para várias patologias,

como neoplasias, abscessos, lacerações pulmonares,

torções, corpos estranhos, atelectasia irreversível,

fístulas bronco-esofageanas e pneumotórax espontâneo.

A via de acesso ao pulmão para essa cirurgia é a

incisão no quinto espaço intercostal, onde o lobo

caudal esquerdo é exposto e isolado para posterior

fragmentação e retirada de parte da estrutura como

forma de modelo experimental. Outras patologias

torácicas que também podem ser acessadas por essa

via são as referentes ao diafragma como hérnia decorrente

de choques traumáticos. Mazzanti et al. (2001)

propuseram a reparação de defeito na estrutura do

diafragma de cães através do implante de músculo

diafragma homólogo, conservado em solução supersaturada

de açúcar. Nessa ocasião, os autores

utilizaram como via de acesso para tal procedimento o

décimo espaço intercostal. Os mesmos autores, em

2003, trabalhando ainda com cães, indicaram a

utilização de fragmentos de pericárdio de bovino,

conservados em solução supersaturada de açúcar, no

reparo de hérnias iatrogênicas do diafragma para

testar a viabilidade da membrana cardíaca bovina na

correção dessa patologia. Nesta ocasião, o acesso para

o procedimento se deu a partir do oitavo espaço

intercostal.

O hemitórax direito também aparece como via de

acesso à cavidade torácica em alguns procedimentos

cirúrgicos, notadamente, os realizados no pulmão

(ipsilateral) e no diafragma. A ressecção pulmonar

também foi proposta por este lado da cavidade por

Pinto et al. (1993), que propuseram em suas pesquisas

avaliar possíveis alterações fisiológicas pós-ressecções

pulmonares em cães. Nesse experimento, a

via de acesso à cavidade e ao pulmão ocorreu através

de incisão no sexto espaço intercostal, partindo do

ponto médio do hemitórax direito no sentido dorsoventral.

A partir dessa incisão, foram então localizados,

clampeados, suturados e seccionados os lobos

apical, médio, diafragmático e acessório. Outros procedimentos

que também foram observados podendo

ser realizados por essa via, foram a implantação

de segmento autólogo de pericárdio em hérnia diafragmática

em gatos submetidos à toracotomia intercostal

simples (Brondani et al., 2003) e a drenagem do

espaço pleural, procedimento que é necessário em

casos de remoção de fluidos ou ar da cavidade

(Weirich, 1996), sendo que esse último pode ser

realizado pelos dois antímeros.

A extensão da abertura no sentido crânio-caudal

também pode variar. Nesses casos, alia-se o tipo de

procedimento a ser realizado a um novo fator, a

espécie animal a ser trabalhada. Isso ocorre em razão

da anatomia óssea do tórax ser tão diferente entre as

espécies no tocante às costelas e espaços intercostais.

Nos eqüinos, as costelas são mais estreitas e seus

respectivos espaços intercostais acentuadamente mais

largos, em especial nas suas partes ventrais, em

relação aos bovinos, que apresentam suas costelas

mais largas e espaços intercostais bastante reduzidos,

o que dificulta a prática cirúrgica por toracotomia com

incisão simples, requerendo a ressecção de uma ou

mais costelas para esse fim (Dyce et al., 1990).

Ainda segundo os autores, os carnívoros apresentam

costelas mais estreitas e maleáveis, além de um maior

espaço intercostal em relação aos bovinos e aos

eqüinos; uma vantagem para a realização de cirurgias

torácicas. Em alguns procedimentos, pode ser

necessária uma ampliação da abertura cirúrgica para

outras costelas e seus respectivos espaços para que se

possa trabalhar com mais espaço e em maiores áreas.

Moura et al. (1991), em seus estudos, descreveram a

realização da técnica de toracotomia em bloco,

utilizada em doze cães. Nesse tipo de cirurgia, a

equipe abriu na cavidade torácica dos animais estudados

uma incisão em forma de "U" invertido, ficando a

base da letra paralela à coluna vertebral, distando 4 a

5 centímetros desta, e mais duas perpendiculares,

sendo a primeira mais cranial no quarto espaço intercostal,

estendendo-se de cima para baixo até a junção

costo-condral; a segunda, mais caudal, no nono

espaço intercostal, estendendo-se até a inserção da

porção muscular do diafragma. Após a diérese da pele

e musculatura, procederam as secções das costelas 5,

6, 7, 8 e 9 que integraram o bloco, o qual foi rebatido

ventral-ventralmente para exposição da cavidade

torácica. Após explorada, procedeu-se a osteossíntese

das costelas, miorrafia e dermorrafia. Essa técnica em

relação a outras anteriores que também utilizavam o

acesso lateral tem a vantagem de preservar as costelas

Almeida ECS de et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 87-95

94

seccionadas quando da realização da toracotomia. Em

estudos anteriores, alguns procedimentos que também

demonstraram uma ampla abertura do tórax mais uma

vez utilizavam a incisão em forma de letra "U", com

secção e retirada permanente de várias costelas.

Nesses casos, após a cirurgia, por pressão da gravidade,

observou-se uma depressão permanente no local

do acesso (Alexander, 1989). Em procedimento de

acesso semelhante, Stopiglia et al. (1986) substituíram

o local ocupado pela sexta, sétima e oitava costelas

por uma placa de pericárdio de eqüino, com resultados

satisfatórios na cirurgia reconstrutiva da parede torácica

de cães. Um outro exemplo de cirurgia lateral com

aumento da incisão através da secção de costelas foi

observado, agora na espécie eqüina, nos trabalhos de

Baccarin e Alvarenga (1999). Nesse estudo, os

pesquisadores buscaram avaliar a técnica cirúrgica

que utilizava como via de acesso o hemitórax direito

de eqüinos. Segundo os autores, a técnica consistia em

incisão sobre a derme e musculatura localizadas sobre

a sexta costela, seguidas de secção e retirada da

mesma, abrindo-se então o acesso. Após explorada, a

cavidade foi então fechada por miorrafia seguida de

dermorrafia. Os pesquisadores concluíram que tal

técnica permitia a realização de procedimentos

cirúrgicos nos lobos pulmonares cranial e acessório,

além de fornecer uma boa exploração da cavidade

pleural direita, sendo considerada uma técnica segura

por não causar transtornos respiratórios ou mesmo

sinais de pneumotórax.

A sutura intercostal com fio categute 2-0 com

pontos em "X" demonstrou resultados questionáveis

em razão das lacerações provocadas. Acredita-se

que melhores resultados seriam observados substituindo-

se o fio utilizado por um mais fino, como o de

número 3-0 ou mesmo 4-0. Cabe-se ressaltar que a

rafia do músculo serrátil, feita de forma a cobrir os

espaços criados pelas lacerações provocadas pelo fio

2-0, serviu para lacrar a cavidade, evitando a entrada

de ar na cavidade. A miorrafia dos demais grupamentos

com sutura contínua no modelo "festonado",

também com categute cromado 2-0 não demonstrou

deiscência ou outras complicações associadas, assim

como a redução de espaço com sutura tipo "Cushing",

com categute 2-0 e dermorrafia com náilon monofilamentar

2-0. Moura et al. (1991), na síntese muscular

de seus pacientes (cães), utilizaram pontos simples

contínuos com categute cromado do mesmo calibre. A

pele foi suturada com pontos isolados simples com fio

de poliéster trançado cirúrgico n.º 4-0 sem complicações

posteriores. Pinto et al. (1993), em cães,

usaram o mesmo padrão de sutura na musculatura

intercostal, porém com tipo de fio diferente, o náilon

monofilamentar 1-0. Nessa ocasião, a única complicação

relacionada à sutura foi a ocorrência de deiscência

restrita à camada cutânea em um dos animais,

onde os autores utilizaram mononylon de espessura

mais fina, mas que cicatrizou por segunda intenção. Já

Mazzanti et al. (2003) preferiram utilizar pontos simples

contínuos para todos os grupamentos musculares

com poliamida 3-0. Na dermorrafia o mesmo fio foi

utilizado, mas com padrão de sutura diferente, com

pontos simples separados.

O procedimento de drenagem da cavidade e retirada

imediata da sonda, com permanência do animal em

posição estática de decúbito lateral direito, não

demonstrou complicações pós-operatórias imediatas

ou em longo prazo. Essa metodologia, apesar de bem

sucedida, diverge das utilizadas por Moura et al.

(1991), que após alojar os animais em jaulas individuais,

alternaram o decúbito lateral a cada 20 minutos

até a recuperação da anestesia; e por Weirich (1996),

que ao retirar o animal da sala de operação para a sala

de recuperação, considerou que o mesmo deve permanecer

com o lado operado para baixo, permitindo

que o pulmão que estava dependente se reinfle. O

autor observou ainda que, a cada 15 minutos o animal

deve ser virado para evitar a formação de atelectasia

no pulmão que estiver para baixo. O dreno pode permanecer

em cirurgia torácica não-complicada por até

uma hora. No ato da remoção deste, a selagem do

ferimento cutâneo é feita com uma fita adesiva

grande, do tamanho da articulação do animal, acolchoada

com gaze. O revestimento do acolchoado de

gaze, impregnado com vaselina, servirá para selar o

orifício até que os tecidos moles tenham se fechado

com um selo de fibrina. Isso evitará que o ar siga

para baixo, no túnel subcutâneo, e entre na caixa

torácica.

O índice de mortalidade zero em nosso experimento,

especificamente no GII, justificou-se pela simplicidade

da técnica de laparotomia intercostal. Segundo a literatura,

a incisão cirúrgica da parede do tórax não representa

nenhum risco maior do que a abertura do abdomen

se forem seguidos os princípios apropriados. É sempre

necessário revisar a anatomia do tórax e da parede torácica

antes de realizar-se uma cirurgia deste tipo

(Weirich, 1996). Algum grau de mortalidade pode ser

atribuído não ao procedimento de toracotomia, mas às

intervenções experimentais que as motivam, como

transplantes de válvulas, por exemplo, onde a ocorrência

de mortalidade sempre é atribuído a falhas na técnica de

substituição valvular, infarto agudo do miocárdio com

falha na manutenção das condições hemodinânicas fora

da circulação extracorpórea e hipóxia refratária ao término

do procedimento (Santos et al., 2002).

O que observamos em nossos resultados e na literatura

existente a esse respeito é que a abertura do tórax

por via trans-esternal, mesmo permitindo que se

trabalhe cirurgicamente praticamente todas as estruturas

dessa cavidade, é de realização dispensável caso

o procedimento a ser utilizado seja restrito a pequenas

áreas, uma vez que nessas situações, o mais indicado

seria trabalhar pela via intercostal lateral. Corroboram

com essas afirmações os achados de Accioly que, em

1965, já pesquisando e comparando a utilização de
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diferentes técnicas de toracotomia (laterais direita e

esquerda, mediana e transversal bilateral) enfatizou

que, de fato, cada via de acesso está relacionada à

exposição de determinada estrutura anatômica. O autor

concluiu ainda que as técnicas que se demonstraram

menos cruentas foram as toracotomias por via lateral.

Seria muito difícil determinar por métodos quantitativos

qual das duas técnicas melhor se adequa ao ato

cirúrgico da toracotomia. E de fato este não é um bom

objetivo a se alcançar, já que, em cirurgia, tem-se por

convenção a utilização da técnica cirúrgica a qual o

cirurgião está mais familiarizado. Além disso,

adiciona-se o fato de que cada técnica está mais

relacionada a um dado tipo de procedimento cirúrgico.

Em todo caso, são premissas básicas à realização, não

só destas, mas de todas as técnicas cirúrgicas, um

excelente conhecimento anátomo-patológico e morfofuncional

da área a ser abordada, uma vez que grande

parte do sucesso final de uma cirurgia deve-se a tais

fatores.

De acordo com os resultados obtidos pode-se

concluir que a técnica de toracotomia trans-esternal é

indicada para utilização experimental na espécie

caprina por possibilitar uma ampla exposição e exploração

cirúrgica dos órgãos pertencentes a cavidade

torácica. A técnica de toracotomia intercostal, também

demonstrou-se indicada à utilização em experimentação

nessa espécie, com algumas vantagens em

relação à técnica trans-esternal.
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Resumo: Foi avaliada a seroprevalência dos anticorpos contra

quatro vírus respiratórios (IBR, BVD, BRSV e PI3) em 136

vacas, nunca vacinadas, correspondente a 25% do efectivo de

oito vacadas de raça Mertolenga, Preta e Cruzada (Mertolenga x

Charolesa ou Preta x Limousine) pertencentes a uma mesma

exploração do Ribatejo. Foi ainda determinada a seroprevalência

dos mesmos anticorpos em 73 vitelos filhos destas vacas (média

de idade, 159 ± 34 dias), no dia do desmame. Avaliou-se a

relação entre a raça e a idade na prevalência destes anticorpos.

Demonstrou-se uma seroprevalência alta ou muito alta nas

vacas adultas: cerca de 50% para IBR e BRSV, 85% para BVD

e 98% para PI3. Demonstrou-se ainda uma relação significativa

entre a raça e a prevalência de anticorpos contra IBR, BVD e

BRSV.

A prevalência de anticorpos nos vitelos ao desmame era quase

residual para BVD e BRSV (4 e 10%, respectivamente) e média

para IBR e PI3 (41 e 40% dos animais, respectivamente). Foram

demonstradas relações entre os níveis de anticorpos e a raça

para os casos do BRSV e do PI3 (maior na raça Cruzada); e entre

os níveis de anticorpos para IBR e a idade (maior prevalência

nos animais mais novos).

Summary: The seroprevalence of antibodies to four respiratory

viruses (IBR, BVD, BRSV and PI3) in 136 beef cows, never

vaccinated, of Mertolenga, Preta and Cross-breed was assessed.

The seroprevalence of the same antibodies was evaluated in 73

male calves (mean age 159 ± 34 days) born within these herds,

on the day of their weaning. Correlation with age and breed was

sought. It was determined that there is a high prevalence of

antibodies for the four viruses in adult cattle: over 50% for IBR

and BRSV, 85% for BVD and 98% for PI3, with a significant

relationship with breed showed for IBR, BVD and BRSV.

Antibodies prevalence in calves was 41 and 40% for IBR and

PI3, respectively, but was very low for BVD and BRSV (4 and

10% respectively). In calves, the Cruzada breed showed a higher

BRSV and PI3-antibodies prevalence. Correlation was also

found between age and IBR-antibodies, with younger animals

showing a higher prevalence.

Introdução

Os vírus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR),

da Diarreia Viral Bovina (BVD), da Doença

Respiratória Sincicial (BRSV) e da Parainfluenza 3

(PI3) têm uma distribuição mundial (Houe, 1995;

Baker et al., 1997; Kapil e Basaraba, 1997; Straub,

2001; Sandvik, 2004). Enquanto os dois primeiros

podem estar controlados ou mesmo erradicados em

algumas zonas ou mesmo países da Europa (Sandvik,

2004; Nuotio et al., 2007), os outros dois vírus são

considerados ubiquitários (Baker et al., 1997; West et

al., 2000) em toda a sua área de distribuição.

Em Portugal a importância do IBR e BVD nas

explorações de bovinos produtores de leite é bem

reconhecida. Os seus efeitos sobre os índices reprodutivos

e sobre os animais de recria estão perfeitamente

estabelecidos (Engels et al., 1996; Fray et al., 2000;

Brock, 2004; Campbell, 2004; Grooms, 2004) e, por

isso, desde há muito estão instituídas práticas de controlo

em vacarias de leite. Em relação à BRSV e PI3, a

situação é menos clara, mas apesar disso a vacinação

é generalizada, provavelmente porque o mercado tem

disponibilizado várias vacinas polivalentes associando

os quatro vírus referidos.

Em contraposição, a situação é ainda praticamente

desconhecida no que concerne à prevalência destes

vírus nas explorações de bovinos de carne em Portugal

– quer seja nas vacas adultas, quer seja nos vitelos

destinados às engordas no momento do desmame.

Estudos preliminares na zona do Alentejo indiciam

uma larga distribuição destes vírus (Mariano, 2003).

A manutenção dos níveis de infecção num dado

grupo depende de uma série de factores, sendo o mais

importante as características do próprio vírus, como se

demonstra de seguida.

No caso do IBR, o Herpesvirus Bovino tipo 1

(BHV-1) a infecção perpetua-se a partir de animais

infectados. Uma vez infectado, um animal torna-se
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portador do vírus em estado latente (gânglios

trigémeos e sagrados). A excreção reinicia-se ou

torna-se mais intensa em momentos de imunodepressão

ou administração de corticosteróides. Quando

um novo foco se inicia a infecção propaga-se em 2 a 4

semanas até que todos animais tenham sido expostos

(Kapil e Basaraba, 1997). A imunidade contra este

vírus depende do nível de anticorpos neutralizantes

mas também, em larga medida, da imunidade local e

celular (Brar et al., 1978ab; Menanteau-Horta et al.,

1985; Ellis, 2001).

No caso do BVD, a seroconversão de todos os

animais susceptíveis pode demorar muito tempo após

a entrada do vírus. A velocidade de transmissão

depende da fonte de vírus: mais lenta no caso de se

propagarem através de animais com virémia temporária;

mais rápida no caso de existir um animal

Persistemente Infectado (PI) (Houe, 1995; Campbell,

2004). A transmissão pode ser do tipo horizontal ou

vertical e por isso a cobrição natural pode ser considerada

como um factor de risco. Os anticorpos após

infecção natural com BVD têm uma longa duração,

vitalícia segundo alguns autores, e parecem oferecer

protecção contra doença clínica (Houe, 1995).

A imunidade (pelo menos a do tipo humoral) contra

BRSV e PI3 é de curta duração (Dyer, 1993; Ellis,

2001). No entanto, devido à circulação contínua, as

reinfecções por BRSV e PI3 são frequentes o que leva

a elevados níveis de seropositivos na população.

Aparentemente apenas a primeira infecção produz

doença clínica sendo que as seguintes causam doença

sub-clínica (Smith, 1996).

As consequências reprodutivas dos referidos vírus

em vacadas de raça de carne também não estão bem

esclarecidas (Fray et al., 2000; Givens, 2006), mas o

seu papel na génese de patologia respiratória,

nomeadamente do complexo "Doença Respiratória

Bovina" (DRB), nos animais jovens, quando expostos

a factores de stress e condições ambientais adversas

(por exemplo, após agrupamento em feed-lots), está

perfeitamente estabelecida (Dyer, 1993). Para todos

estes vírus está demonstrada uma maior excreção em

caso de doença respiratória clínica, pois a tosse

aumenta a disseminação, e quando a densidade de

animais é elevada (Ellis, 2001). É assim indiscutível

que uma correcta noção da prevalência dos vírus

numa dada população e da forma como se desenvolve

a sua transmissão entre os vitelos nos momentos de

transporte e agrupamento é de crucial importância

para o estabelecimento de programas profiláticos da

DRB em engordas.

A persistência da imunidade de origem materna nos

bovinos jovens pode variar devido a vários factores: o

estado nutricional da mãe e da cria, o nível sanguíneo

de anticorpos da vaca no pré-parto, a quantidade e

qualidade do colostro ingerido nas primeiras 24 horas

de vida do vitelo; e ainda do microorganismo em

questão (Dyer, 1993). Está bem estabelecido que os

anticorpos maternos para o IBR perduram cerca de 6

meses (Menanteau-Horta et al., 1985), enquanto que a

imunidade passiva contra BRSV e PI3 parece ser fugaz

e pouco protectora (Belknap et al., 1991; Baker, 1993)

A situação do BVD é intermédia (Menanteau-Horta et

al., 1985).

A persistência dos anticorpos de origem materna

deve ser conhecida pois pode influenciar algumas

práticas sanitárias, nomeadamente a eficiência de um

programa vacinal. Este facto é bem evidente em estudos

que indicam não haver qualquer seroconversão após

vacinação contra IBR de animais sob a influência da

imunidade passiva (Brar, 1978b) É importante referir,

no entanto, que existe uma estimulação da imunidade

celular após a vacinação contra IBR durante o período

de acção da imunidade passiva, e que esta conduz a

uma muito maior resposta humoral quando o animal

contacta novamente com o antigéneo (vacinal ou

natural) após perda dos anticorpos maternos

(Menanteau-Horta et al., 1985, Brar, 1978a; Ellis,

2001). Isto sugere que a vacinação precoce destes

animais pode torná-los mais resistentes a infecções

futuras.

Também no caso do BVD os níveis elevados de

anticorpos de origem materna oferecem protecção

contra a infecção clínica e a vacinação neste período

parece estimular eficientemente a imunidade celular

por Células T e B de memória (Endsley et al., 2003).

No entanto, no caso deste vírus, parece haver alguma

resposta humoral à vacinação, mesmo quando os

níveis de anticorpos de origem materna se mantêm

altos (Brar, 1978a; Menanteau-Horta et al., 1985;

Ellis, 2001)

Quanto ao BRSV e PI3, a influência dos anticorpos

maternos é fugaz e incompleta – dois meses para o PI3

e não mais de 3 meses para o BRSV (Belknap et al.,

1991; Baker, 1993; Kapil e Basaraba, 1997; van

der Poel, 1999), mas a sua presença pode evitar o

estabelecimento de uma imunização activa eficiente

especialmente quando se utilizam vacinas inactivadas.

Por exemplo, Larsen et al. (2001) na descrição de um

surto grave de BRSV (com elevada mortalidade) em

animais previamente vacinados, propuseram como

explicação, para o facto dos animais apresentarem

reduzidos níveis de anticorpos aquando da infecção

natural, a possibilidade de terem sido vacinados

quando ainda apresentavam altos níveis de anticorpos

maternos. Alguns estudos, no entanto, demonstraram

que a vacinação de animais jovens ainda sobre

influência dos anticorpos maternos anti-BRSV, parece

estimular uma reacção anamnéstica que conduz a uma

resposta humoral maior aquando de uma segunda

vacinação (Kimman et al., 1989; Ellis, 2001).

Portanto, parece-nos de extrema utilidade evidenciar

o estatuto imunitário dos vitelos nas condições de

campo em Portugal, de forma a poder definir o melhor

calendário de desmame e sanidade. Por exemplo, há

indicações de que baixos títulos de anticorpos
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anti-BRSV em vitelos à chegada aos feed-lots correlaciona-

se com a gravidade de episódios de DRB

(Martin e Bohac, 1986).

Alguns dados apontam para uma maior susceptibilidade

de certas raças à acção de certos organismos

infecciosos. É o caso da menor resistência ao BRSV

da raça Blanc Blue Belge (BBB), das raças vermelhas

dos EUA e ainda dos resultados do cruzamento de

Holstein com Angus (Baker et al., 1997; Lekeux et al.,

1994). Algumas observações pessoais de veterinários

clínicos quanto à aparente maior susceptibilidade a

patologias respiratórias por parte dos vitelos de raça

Preta, pode indiciar uma situação similar que vale a

pena investigar.

Com o presente estudo pretendíamos: a) perceber

qual a prevalência de anticorpos contra os quatro vírus

respiratórios em 8 vacadas de carne; b) evidenciar

possíveis diferenças nesta prevalência entre as

diversas raças; c) e avaliar qual é a persistência destes

anticorpos nos vitelos desmamados (relacionando-os

com idade e raça) de forma a contribuir para o

esclarecimento de qual será o melhor calendário

vacinal possível.

Material e métodos

Explorações e animais

O estudo decorreu entre Abril e Junho de 2003

numa mesma exploração do Ribatejo detentora de

várias vacadas de carne, em regime extensivo. Se bem

que geralmente separadas, as diversas vacadas usam

de forma rotativa pastagens comuns e/ou contíguas.

Todos os vitelos incluídos no ensaio estavam com

as mães no campo desde o nascimento (Inverno

anterior), sendo de supor que tenham ingerido

colostro. Nenhum dos animais tinha qualquer registo

de doença clínica.

Foram testadas 136 vacas, pertencentes a 8 vacadas

diferentes correspondendo a um efectivo total de cerca

de 550 fêmeas adultas, nunca vacinadas contra os

vírus estudados e pertencentes às raças Mertolenga,

Preta e Cruzadas (Tabela 1). A mesma exploração

possuía (à data) doze vacadas e a selecção das 8 que

foram testadas dependeu exclusivamente do facto de

terem sido levadas à manga para saneamento (despiste

de brucelose e tuberculinização) durante o período do

estudo.

Nos mesmos dias foram testados 73 vitelos machos,

com a idade média de 159 ± 34 dias (valores entre 86

e 240 dias), pertencentes às mesmas vacadas (Tabela

2) e destinados a engorda. Este número corresponde a

26,7% do efectivo desmamado durante o período do

ensaio.

Todos os animais foram introduzidos numa manga

para se dar lugar a intervenções sanitárias de rotina

(colheita de sangue para despiste de brucelose e tuberculinização).

Cerca de 25% dos animais adultos e 25%

dos vitelos a desmamar foram seleccionados de forma

aleatória (cada quarto animal a entrar na manga).

O sangue foi colhido a partir da veia coccígea

para tubos Sarstedt® com promotor da coagulação e

imediatamente refrigerados. Após a centrifugação as

amostras foram decantadas para tubos "Micronic" e

congeladas até à realização dos ensaios.

Análise laboratorial

As análises laboratoriais foram efectuadas no

Laboratório Veterinário de Montemor-o-Novo, segundo

os seguintes métodos: a) Kit Symbiotics BVD, técnica

imunoenzimática de bloqueio. Detecção de Ac.

anti-p80/125; b) Kit Symbiotics IBR, técnica imunoenzimática

de bloqueio. Detecção de Ac. anti-gE

(glicoproteína do envelope); c) Kit Hipra BRSV,

técnica imunoenzimática, método bi-indirecto.

Detecção de IgG anti-BRSV; d) Kit LSI PI3, técnica

imunoenzimática, método indirecto. Detecção de IgG

anti-PI3.

Análise estatística

Para avaliar a seroprevalência dos anticorpos contra

quatro vírus respiratórios (IBR, BVD, BRSV e PI3)

em animais adultos, tendo em conta o número

diferente de animais por raça e por vacada, procedeu-

-se a uma análise de tabelas de contingência, baseadas

no teste Qui-Quadrado, nomeadamente, através de

diversos Testes de Independência entre variáveis

Vacada*Seroprevalência e Raça*Seroprevalência.

Utilizou-se para o efeito o procedimento "Proc Freq"

do programa SAS 9.1.2 (SAS, 2004, Heidelberg,

Germany).

Para avaliar do efeito da idade e da raça na probabilidade

de seroprevalência (p) dos 4 vírus nos vitelos

a desmamar, efectuaram-se quatro análises de

regressão logística, através do procedimento "Proc

Logistic" do programa SAS. Neste tipo de análise

utilizou-se o conceito de razão de probabilidades da

regressão logística ("odds ratios"=p/q), em que, neste

caso, p corresponde à probabilidade de seroprevalência

de anticorpos para cada um dos quatro vírus

estudados e q à probabilidade de prevalência nula de

anticorpos.

O coeficiente de regressão da seroprevalência na

idade representa a variação da probabilidade de

seroprevalência em função da alteração de 1 unidade

na idade do bezerro (1 dia). O "odds ratio", representa

o rácio de probabilidade de prevalência positiva/prevalência

nula por cada unidade de variação da idade. A

partir destes "odds ratios" obtidos na análise de

regressão logística e dos seus respectivos logits é

possível estimar-se a probabilidade de seroprevalência

(ocorrência de prevalência positiva ou de prevalência

nula), através da seguinte expressão: p = exp (x) / 1

+ exp (x).

Stilwell G et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 97-105

100

Resultados

Na análise dos níveis dos diversos anticorpos

considerámos como negativos os resultados laboratoriais

duvidosos. Estes foram muito raros no caso de

animais adultos (< 0,5%) e mais frequentes na serologia

dos vitelos (8,5% sendo que 7% surgiram no teste

a anticorpos de PI3).

A leitura dos resultados globais dos animais adultos

demonstrou que a circulação dos quatro vírus é

generalizada em todas as raças (Tabela 1 e Figura 1)

sendo que a quase totalidade dos animais testados

eram positivos a anticorpos do PI3. Apenas a seroprevalência

de anticorpos IBR nos animais cruzados e

de anticorpos BRSV na raça Mertolenga, ficaram

abaixo dos 50%. A análise dos resultados obtidos

indicam que os valores de seroprevalência de anticorpos

IBR, BVD e BRSV não são independentes da raça

considerada, isto é, estão significativamente associados

à raça dos animais (Tabela 2). Por sua vez, a seroprevalência

de anticorpos PI3 é independente da raça,

ou seja, não está significativamente (P>0,05) associada

à raça dos animais.

Em relação à seroprevalência por vacada, dois

factos merecem especial referência: a ausência de

anticorpos anti-BRSV em duas manadas de

Mertolenga (Tabela 1) e a prevalência elevada de

anticorpos BVD e particularmente PI3, em todas as

vacadas. O teste Qui-Quadrado demonstra que os

valores de prevalência de anticorpos IBR, BVD e

BRSV também não são independentes da vacada

considerada, isto é, estão significativamente associados

à vacada (Tabela 2). Mais uma vez verifica-se que

a serorevalência de PI3 é independente do efeito da

vacada.

Nos vitelos demonstraram-se prevalências médias

para os vírus IBR e PI3 (na ordem dos 40%) e apenas

residuais para o BRSV e BVD (Tabela 3).

Como se referiu os valores apresentados consideram

Figura 1 - Seroprevalências de anticorpos contra 4 vírus em vacas

adultas de diversas raças de carne, pertencentes a 8 vacadas diferentes

de uma mesma exploração.

Tabela 2 - Valores de Qui-Quadrado do Teste de Independência para prevalência de anticorpos em vacas adultas consoante vacada ou

raça

Valores de Qui-Quadrado

Variáveis gl

Ac IBR Ac BVD Ac BRSV Ac PI3

Vacada*Prevalência 7 29,036** 14,9476* 17,744* 6,230ns

Raça*Prevalência 2 8,771* 7,070* 7,121* 1,021ns

* Significativo para P<0,05; ** significativo para P<0,01; ns não significativo, P>0,05.

Tabela 1 - Seroprevalência de anticorpos para os quatro vírus entre vacas adultas (total e por raça).

SEROPREVALÊNCAS Ac VIRUS

Raça N º vacas Nº vacas IBR BVD BRSV PI3

adultas testadas

Mertolenga n % n % n % n %

Vacada 1 118 30 20 66,7 27 90,0 15 50,0 29 96,7

Vacada 2 51 13 9 69,2 8 61,5 6 46,2 13 100,0

Vacada 3 32 7 5 71,4 7 100,0 0 0,0 6 85,7

Vacada 4 30 8 4 50,0 7 87,5 0 0,0 8 100,0

Sub-total 231 58 38 65,5 49 84,5 21 36,2 56 96,6

Preta

Vacada 1 60 14 8 57,1 9 64,3 10 71,4 14 100,0

Vacada 2 52 12 7 58,3 9 75,0 5 41,7 12 100,0

Sub-total 112 26 15 58,0 18 69,0 15 58,0 26 100,0

Cruzada

Vacada 1 156 41 12 29,3 38 92,7 30 73,2 40 97,6

Vacada 2 53 11 9 81,8 10 90,9 3 27,3 11 100,0

Sub-total 209 52 21 40,4 48 92,3 33 63,5 51 98,1

Total 552 136 74 54,4 115 84,6 69 50,7 133 97,8

Seroprevalências Anticorpos (%)

IBR BVD Vírus BRSV PI3
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Figura 2 - Seroprevalências por raça em vitelos de carne com idade

entre os 5 e 6 meses, no dia do desmame.
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os soros com resultado duvidoso como seronegativas.

Se bem que as implicações desta aproximação estatística

não tivessem qualquer efeito sobre os valores de

prevalência de anticorpos de IBR, BVD e BRSV, o

mesmo não acontece com o PI3 que apresentou um

grande número de soros duvidosos. Tendo sido estes

considerados positivos e a percentagem total de

seropositivos teria subido de 40% para 68%.

Os resultados da análise de seroprevalência nos

vitelos através da regressão logística, indicam um

efeito significativo da raça (P<0,05) na probabilidade

de seroprevalência dos vírus BRSV e PI3: a estimativa

do "odds ratio" demonstrou que os vitelos cruzados

apresentam 2,048 vezes maior probabilidade de serem

positivos a BRSV do que os vitelos de raça Preta; e os

vitelos de raça Preta apresentam 6 vezes menor probabilidade

de apresentar anticorpos contra PI3 do que os

animais cruzados e 1,8 vezes menor probabilidade do

que os Mertolengos.

A análise de regressão logística demonstrou ainda

que a idade dos vitelos apenas influenciou significativamente

(P<0,05) a probabilidade de seroprevalência

do vírus IBR (Tabela 4). O coeficiente de regressão da

seroprevalência de anticorpos do vírus IBR na idade

(-0,0156), representa a alteração da probabilidade de

ocorrência da presença de anticorpos por unidade de

variação da idade, isto é, por cada dia a mais na idade

do vitelo a probabilidade de seroprevalência de

anticorpos IBR diminui 0,0156 (Tabela 5). O odds

ratio deste coeficiente de regressão (0,984), obtido

directamente através do exponencial de -0,0156,

representa o rácio de probabilidade devido à variação

Tabela 3 - Seroprevalência por raça de anticorpos contra vírus respiratórios em vitelos no dia do desmame.

Raça

Geral Mertolenga Preta Cruzada

Animais analisados n = 73 n = 32 n = 24 n = 17

Média idade* 159 ± 34 164 ± 26 159 ± 41 152 ± 41

Virus

IBR Nº positivos 30 14 8 8

% positivos 41 44 33 47

Média idade* 159 ± 34 169 ± 32 138 ± 34 129 ± 28

BVD Nº positivos 3 1 1 1

% positivos 4 3 4 6

Média idade* 149 ± 33 187 ± 0 127 ± 0 133 ± 0

BRSV Nº positivos 7 0 3 4

% positivos 10 0 13 24

Média idade* 142 ± 33 na 126 ± 62 155 ± 40

PI3 Nº positivos 29 12 6 11

% positivos 40 38 25 65

Média idade* 162 ± 36 169 ± 21 181 ± 25 145 ± 29

* Idade média em dias. Letras minúsculas iguais correspondem a prevalências iguais entre grupos para p <0,05.

Tabela 4 – Valores de Qui-Quadrado da Regressão Logística para prevalência de anticorpos em vitelos consoante raça ou idade.

Valores de Qui-Quadrado

Efeito gl

Ac IBR Ac BVD Ac BRSV Ac PI3

Raça 2 1,06 ns 0,14 ns 4,71* 6,54*

Idade 1 4,36* 0,21 ns 0,81 ns 0,79 ns

* Significativo para P<0,05; ns não significativo, P>0,05.

Tabela 5 - Equações de regressão logística da Probabilidade de

seroprevalência IBR em vitelos.

Cruz Mert Preta

Intercepção 2,2306 2,3130 2,0911

Coef. Regressão -0,0156

Seroprevalências Anticorpos (%)

IBR BVD BRSV PI3

Vírus
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de 1 dia na idade do vitelo. Estas expressões da equação

logísticas encontram-se representadas na Figura 3, que

traduz a probabilidade de seroprevalência de Ac IBR

por raça e em função da idade do vitelo.

Discussão

As percentagens de vacas adultas seropositivas não

foram muito diferentes daquelas encontradas em

estudos noutros locais da Europa (Houe, 1995; Baker

et al., 1997; Kapil e Basaraba, 1997; Boelaert et al.,

2000) e mesmo em Portugal (Estudo de

Seroprevalência das viroses respiratórias bovinas no

Alentejo – Mariano, I. Comunicação pessoal, Porto,

2003).

Factores como a localização geográfica (lezíria do

Tejo), os antecedentes sanitários e a proveniência dos

animais não terão tido grande influência sobre as

diferenças de alguns resultados já que são comuns às

várias vacadas e raças. Também é importante reforçar

a ideia de que existe contacto regular entre animais de

vacadas diferentes e mesmo a utilização das mesmas

pastagens (se bem que não simultaneamente). Este

facto torna difícil explicar as diferenças encontradas

entre as raças e as vacadas para certos vírus. Este é um

tema que necessitará de novas avaliações.

O controlo da Doença Respiratória Bovina em

vitelos de engorda depende do controlo de vários

factores – ambientais, do hospedeiro e infecciosos.

Dentro deste último grupo os vírus representam um

papel primordial pela sua acção directa e imunodepressora

(tornando o animal mais susceptível à acção

das bactérias com a M. haemolytica). Por essa razão

discutimos algumas das consequências práticas dos

resultados, nomeadamente aqueles relacionados com

a definição do interesse e do momento ideal para a

vacinação de vitelos destinados a engorda em feed-lots.

Por facilidade de exposição apresentaremos a

discussão dos resultados de forma separada para cada

vírus, já que os resultados e as suas implicações

divergem bastante.

IBR

A análise estatística demonstrou que existe uma

relação entre a prevalência de anticorpos a este vírus e

a raça (cruzadas apresentam menor prevalência) e

algumas vacadas (Tabela 1). Não existindo qualquer

raça ou vacada sem anticorpos, é evidente que a

circulação de vírus IBR é generalizada sendo por isso

difícil justificar estas diferenças. Sugerimos que

certas vacadas possam ter estado sujeitas a factores de

stress (não identificados) nas semanas antes da

colheita de sangue, o que levaria à circulação do

herpesvirus e por isso ao aumento dos níveis de anticorpos.

Alguns estudos indicam que a prevalência

é superior nas manadas de maior dimensão e nos

animais mais velhos do que nas pequenas explorações

e em animais em crescimento (Tekes et al., 1999,

Straub, 2001; Solis-Calderon et al., 2003), o que

contraria os nossos resultados já que a vacada com

menor prevalência (29%) era uma das maiores.

Em relação à seroprevalência nos animais jovens, é

de realçar o facto de, aparentemente, pouco menos de

metade da população estar protegida por anticorpos. A

prevalência, ao contrário do que acontecia nos animais

adultos, é independente da raça ou vacada de origem.

Em contraste a idade dos vitelos parece ter influência

na prevalência de anticorpos IBR já que os animais

mais novos apresentam maiores níveis. Este facto sugere

que a imunidade passiva ainda é importante nos

animais mais novos e que estes vão perdendo

imunoglobulinas de origem materna (redução de

-0,0156 por cada dia mais velho) antes de adquirirem

imunidade própria. Esta variação é igual para as três

raças (Fig.3). Outros autores (McDermott et al., 1997¸

Rajkhowa et al., 2004) também registram este tipo de

efeito da idade na seroprevalência de anticorpos IBR,

registando-se valores mais reduzidos em animais com

idades entre os 6 e os 12 meses.

Como já se referiu o vírus BHV-1, como todos os

Herpesvirus, mantêm-se de forma latente nos animais

infectados e, em momentos de stress ou de imunodepressão,

tomam forma activa sendo excretados em

grande quantidade pelos animais infectados. Cientes

de que existirá uma exacerbação da excreção e da

circulação do vírus quando muitos animais de origem

diferente forem agrupados, é de prever uma importante

acção deste vírus na génese da DRB nos animais

desmamados e colocados em feed-lots.

Tendo em vista estes resultados e os conhecimentos

actuais quanto à acção do vírus do IBR, parece ser

aconselhável a vacinação de forma a aumentar a

protecção daqueles que já apresentam anticorpos e

oferecer uma protecção mínima dos restantes. O facto

de sabermos que alguns destes animais provavelmente

já adquiriram uma "memória celular" devido a

infecções prévias, suporta a ideia de que a vacinação é

um passo importante. No caso dos mais novos que

ainda apresentarem vestígios da imunidade de origem

materna, a vacinação poderá acarretar uma resposta

Figura 3 - Probabilidade de seroprevalência de Ac IBR por raça e em

função da idade do vitelo.

Probab. Seroprevalência Anticorpos

Idade do Vitelo (dias)
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humoral insuficiente, mas provavelmente terá um

efeito benéfico na estimulação da imunidade celular

(Células T citotóxicas e Células B de memória) (Brar

et al., 1978a; Ellis, 2001).

BVD

No caso do BVD a percentagem bastante

elevada de anticorpos (acima dos 60%) nas vacas de

todas as manadas pode sugerir que existe um ou vários

animais PI nas vacadas. Está bem estabelecido que

apenas a presença de animais PI pode conduzir a uma

alta prevalência de seropositivos, já que o contágio a

partir de animais que fazem virémia temporária é

relativamente baixo (Houe, 1995; Wittum et al., 2001;

Campbell, 2004). Foi demonstrada uma diferença

entre raças (menor prevalência nas raça Preta) e entre

vacadas, que provavelmente poderá estar relacionado

com factores genéticos não estudados e/ou à presença

de maior ou menor número de animais PI.

Em completa oposição, detectámos, nos vitelos,

níveis de anticorpos muito baixos: 3 a 6 %. Estes

resultados são os previsíveis, tendo em conta que a

imunidade materna desaparece por volta da idade que

estes animais apresentavam no momento do ensaio e

que a imunidade activa a este vírus pode demorar

bastante tempo a estabelecer-se apesar da suposta

presença de animais PI na manada. A comparação da

seroprevalência dos anticorpos anti-BVD nos vitelos

das diversas raças não evidencia qualquer diferença.

A prevalência de animais PI não foi investigada pois

implicaria a pesquisa de antigéneos, mas o seu número

poderá ser um factor importante na incidência de

patologias em certos feed-lot devido à enorme quantidade

de vírus que estes animais excretam (Campbell,

2004).

Assim, a demonstração de baixos níveis de

seroprevalência ao BVD em animais de carne desmamados

por volta dos 5 meses, parece indicar que:

- a vacinação contra BVD será aconselhável, já que

a acção imunodepressora deste vírus comprovadamente

facilita a acção dos restantes agentes infecciosos na

génese da Doença Respiratória Bovina (Dyer, 1993;

Ellis, 2001).

- a imunidade de origem materna já não influenciará

a produção de anticorpos após a vacinação.

BRSV

Os resultados para este vírus, entre os animais

adultos, foram mais surpreendentes pela diferença

encontrada entre raças e vacadas do que pelos

números totais (55% seropositivos). Uma primeira

análise da seropositividade parece apontar para uma

circulação generalizada do vírus, mas ao analisarmos

os resultados (Tabela 1), comprovámos uma reduzida

prevalência na raça Mertolenga (36%) e mesmo a

ausência de anticorpos em duas vacadas de

Mertolengas. Tendo em conta de que se trata de um

vírus ubiquitário, com elevada seroprevalência nas

outras vacadas, e de que não há um isolamento

completo entre manadas, é difícil explicar este facto.

Alguns estudos (van der Poel et al., 1999) indicam

que a circulação do vírus é muito maior no período de

Outono e Inverno ou em momento de stress. Como o

nosso estudo foi efectuado no fim da Primavera, com

os animais em excelente condição corporal, é

possível supor que a pequena circulação do vírus será

responsável por algumas baixas respostas.

A resposta serológica ao BRSV é também a mais

interessante no caso dos jovens. Os vitelos provenientes

das vacadas mertolengas mostraram uma

ausência total de anticorpos apesar de alguns deles

serem descendentes de vacadas com prevalência altas.

É sabido que os anticorpos de origem materna

persistem por pouco tempo (2 meses no máximo) e

por isso é admissível pensar que já não se encontrem

na população analisada. O facto de serem vitelos

nascidos no Inverno, altura em que alguns estudos

(van der Poel et al., 1999) indicam haver menor transferência

de anticorpos anti-BRSV através do colostro,

pode também explicar este elevado número de

seronegativos.

Menos evidente é a razão porque animais incluídos

em grupos de vacas com prevalência na ordem dos

40% a 70% não estabeleceram ainda qualquer

imunidade activa. Mais uma vez a hipótese de uma

fraca circulação do vírus durante a Primavera pode ser

a explicação mais plausível.

Para o BRSV duas hipóteses se põem em termos de

calendário vacinal:

- vitelos que ainda não contactaram com o vírus –

será aconselhável imuniza-los antes de um momento

de stress.

- vitelos que contactaram com o vírus durante o

período de actividade da imunidade de origem

materna tendo estabelecido uma imunidade humoral

incipiente. Neste caso a possibilidade de terem

desenvolvido uma resposta imunitária do tipo celular

(e de memória) é provável tendo em conta recentes

investigações (Ellis, 2001; Sandbulte, 2002). Se for

esse o caso, será de supor que a vacinação antes do

desmame possa conduzir a uma rápida e completa

imunização.

De qualquer forma, em termos práticos, este vírus

veio a revelar-se importante na génese de Doença

Respiratória entre os animais desmamados e não

vacinados. Num ensaio que comparou a incidência de

DRB em vitelos vacinados e não vacinados, agrupados

num feed-lot do Ribatejo, sugerimos, a partir das

lesões macro e microscópicas, que o BRSV esteve

envolvido em vários casos de pneumonias fatais

(Stilwell, 2008).

PI3

Confirmando estudos anteriores (Mariano, 2003),

demonstrou-se que o vírus da PI3 é ubiquitário
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(independente da raça ou vacada), pois a quase

totalidade dos animais adultos testados apresentavam

anticorpos. É de supor a continua circulação, excreção

e consequentes reinfecções para este vírus, confirmando

o que acima foi referido.

No caso dos animais jovens, a média de seropositivos

a rondar os 40% parece confirmar uma

circulação rápida deste agente, já que, para este vírus,

não é de admitir a manutenção de anticorpos de

origem materna após os 2 meses. Corroborando esta

conclusão surgem dois factores importantes: existe

uma preponderância de animais positivos no escalão

etário superior – média 162 dias; e existe grande

número de soros duvidosos (média de idade 153 dias)

o que pode significar um estado inicial de uma resposta

imunitária. Apesar desta aparente imunização activa

gradual, a vacinação mesmo antes de um momento de

stress, pode ser útil na prevenção dos seus efeitos na

DRB, porque apenas metade da população parece

estar protegida e porque sabemos que a protecção

conferida pela infecção natural é de curta duração.

Ensaios anteriores confirmaram a vantagem, em

termos de controlo dos efeitos clínicos do vírus, de se

reforçar a imunidade nas semanas anteriores a alturas

importantes de stress – desmame, transporte e agrupamento

(Dyer, 1993)

A maior prevalência de anticorpos nos vitelos de

raça Cruzada (até 6 vezes maior do que nos de raça

Preta) poderá estar relacionado com factores genéticos.

Conclusões

Os anticorpos aos quatro vírus respiratórios bovinos

têm uma seroprevalência alta ou mesmo muito alta

(perto dos 100% para PI3) entre os efectivos adultos

testados. Considerámos, por isso, que a ubiquidade

dos quatro vírus em 8 vacadas de carne de uma só

exploração do Ribatejo foi demonstrada, apesar da

ausência de anticorpos para BRSV na amostragem de

duas vacadas. Demonstrou-se que o factor raça exerce

alguma influência na prevalência de anticorpos para

IBR, BVD e BRSV, não sendo no entanto clara a razão

para tal.

A prevalência em animais jovens depende do vírus

considerado. Apesar desta diversidade na resposta

podemos concluir que, no momento do desmame, por

volta dos 5 a 6 meses, é aconselhável a vacinação

contra estes 4 vírus respiratórios porque:

- os anticorpos de origem materna contra IBR são

praticamente residuais e presentes essencialmente nos

vitelos mais novos.

- a presença de anticorpos nos vitelos é quase nula

no caso do BVD e BRSV e incompleta no caso do PI3.

- porque sabemos que a imunidade estabelecida por

infecção natural por PI3 é pouco eficaz, aquela deve

ser reactivada o mais perto possível de momentos de

stress.

- a imunidade celular (importante no caso do IBR e

BRSV) pode ser reforçada pela vacinação.

- os factores ambientais são imprevisíveis e difíceis

de controlar com eficácia.

Uma alternativa à vacinação dos vitelos no momento

do desmame é a imunização activa das mães perto do

parto, com o objectivo de melhorar a qualidade do

colostro e portanto o nível de imunoglobulinas das

crias. No entanto o nosso estudo indica que no

momento do desmame os vitelos de 5 a 6 meses

apresentam baixos níveis de anticorpos contra os vírus

testados (e especialmente contra BVD e BRSV),

mesmo quando provenientes de vacadas com alta

prevalência de anticorpos.

A diferença entre raças na seroprevalência a dois

importantes vírus respiratórios (BRSV e PI3) poderá

explicar a maior susceptibilidade dos vitelos de raça

Preta ao complexo da Doença Respiratória Bovina,

como foi sugerida pelo veterinário assistente do feedlot.

Concluímos ainda que vitelos da raça Mertolenga

das vacadas amostradas, não apresentam qualquer

anticorpo contra BRSV, quando são desmamados por

volta dos 5 meses.
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Resumo: A Pitiose Equina é caracterizada por uma afecção

cutânea granulomatosa, crônica, não havendo predisposição por

sexo, idade ou raça. A Pitiose também pode envolver outros

tecidos como: ósseo, órgãos do sistema digestivo, linfonodos,

olhos e artérias em diferentes espécies. O agente etiológico é

um fungo zoospórico do gênero Pythium, de distribuição

mundial e característica de regiões alagadiças de clima tropical,

subtropical e temperado. O objetivo deste trabalho foi relatar 10

casos de pitiose em equinos com procedimentos simultâneos de

imunoterapia e processos cirúrgicos. Foram atendidos 10 casos

de Pitiose Equina no período compreendido entre Janeiro de

2004 à Fevereiro de 2005 no Hospital de Clínicas Veterinária

(HCV) - Faculdade de Medicina Veterinária - Universidade

Federal de Pelotas (UFPel), Brasil. Metade dos equinos

apresentava pitiose com envolvimento ósseo. Após tratamento

com imunoterapia, estes animais não se recuperaram e foram

sacrificados. Os equinos com pitiose sem comprometimento

ósseo recuperaram-se com imunoterapia acompanhada de ato

cirúrgico. O diagnóstico e o tratamento precoce foram fundamentalmente

importantes para o prognóstico favorável do

paciente.

Palavras-chave: Equinos, Pitiose, Pythium insidiosum,

kunkers, Zigomicose, Hifomicose

Summary: Equine Pythiosis in characterized by chronic granulomatous

cutaneous lesions. There is no predisposition for age,

breed or gender. Pythiosis can involve other systems such as

osseous, digestive, lymphatic, eyes and arteries in different

species. The etiological agent is a zoosporic fungus of the

Pythium genus which is found world wide and is characteristic

of flooded regions of tropical, subtropical and temperate

climates. The purpose of this paper was to relate 10 cases of

pythiosis in horses submitted to immunotherapy and surgery

simultaneously. These cases occurred during the period from

January 2004 to February 2005, in the Veterinary Clinical

Hospital (HCV) - Veterinary Medicine College, Federal

University of Pelotas, Brazil. Osseous involvement was

observed in 50% of horses with Pythiosis. After treatment with

immunotherapy the animals which did not recover were sacrificed.

Horses with Pythiosis without osseous involvement

recuperated with immunotherapy, together with surgery. Early

diagnosis and treatment was fundamentally important for

favorable prognosis of the patient.

Keywords: Equine, Pythiosis, Pythium insidiosum, kunkers,

Zigomicosis, Hifomicosis

Introdução

A Pitiose é uma enfermidade de distribuição

mundial, ocorrendo em regiões de clima tropical,

subtropical e temperado, característica de regiões

alagadiças (Mendoza e Alfaro, 1986). O agente

etiológico é um fungo zoospórico do gênero Pythium,

da espécie Pythium insidiosum, pertencente à ordem

Pitiales, reino Stramenopila (Alexopoulus et al.,

1996). O ciclo biológico do agente baseia-se na

colonização de plantas aquáticas até a formação de

zoósporos livres, que constituem a forma infectante.

Para que haja o desenvolvimento das formas infectantes

são necessárias temperaturas entre 30 e 40 °C e

acúmulo de água (Santurio et al., 2000).

O zoósporo possui grande tropismo pelo sistema

tegumentar de equinos e cabelo humano. Zoósporos

encistados secretam substância amorfa que permite

sua aderência à pele e a plantas. Quando fixados a

pele produzem filamentos em forma de hifas que

penetram na pele e nos tecidos adjacentes (Mendoza

et al., 1993). Algumas sinonímias são empregadas

para a descrição da Pitiose, tais como: Zigomicose,

Hifomicose, Granuloma Ficomicótico, Câncer dos

Pântanos (Swamp Cancer) como é conhecida na

Flórida ou ainda "Ferida Brava" e "Ferida da Moda" na

região do Pantanal Mato-grossense, local de maior

incidência no Brasil.

A enfermidade normalmente se caracteriza por uma

afecção granulomatosa cutânea crônica (Leal et al.,

2001) que atinge equinos, caninos, bovinos, felinos,

humanos e peixes (Thianprasit et al., 1996), sendo a
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maior incidência na espécie equina (Santurio et al.,

2000 e Leal et al., 2001). Em humanos pode apresentar-

se sob a forma cutânea/subcutânea, sistêmica/

vascular ou oftálmica (Thianprasit et al., 1996). Além

de acometer o sistema tegumentar (Grooters e Gee,

2002) citam o envolvimento do trato gastrintestinal de

cães e equinos. O tecido ósseo também pode ser

acometido, levando a formação de áreas ulcerativas e

proliferativas (Eaton, 1993).

Ravishankar et al. (2001), demonstram em um

experimento que as hifas do Pythium insidiosum não

exercem suficiente pressão para penetrar na pele,

porém ocorre redução na resistência desta devido à

ação de proteinases secretadas pelo fungo zoospórico.

O agente etiológico mais frequentemente isolado

em equinos é o Pythium insidiosum, um oomiceto que

difere dos fungos verdadeiros, por não possuir ergosterol

em sua membrana plasmática, que corresponde

à área de atuação dos antifúngicos convencionais,

tornando ineficaz o tratamento a partir destes fármacos

(Santurio et al., 2000).

As regiões do corpo mais frequentemente afetadas são

os membros locomotores, região ventral do abdômen

e rostral da cabeça, por estarem em maior contato com

a água durante o pastoreio (Santurio et al., 2000). Não

existe relato de predisposição por raça, sexo, idade ou

necessidade da existência de solução de continuidade

(porta de entrada) para a infecção e consequente

desenvolvimento da enfermidade (Mendoza e Alfaro,

1986), assim como de transmissão homem/animal ou

de animal/animal (Chaffin et al., 1995).

Na espécie equina os danos ao sistema tegumentar

são caracterizados por regiões ulcerativas e granulomatosas,

de aspecto irregular, com inúmeros "sinus"

que apresentam no seu interior massas de tecido

necrótico de coloração branco-amarelada contendo

hifas e infiltrado de eosinófilos, cujas dimensões

variam de 2 a 10 mm de diâmetro e são denominados

de "Kunkers" (Santurio et al., 2000; Chaffin et al.,

1995). As lesões apresentam secreções serosanguinolenta,

mucosanguinolenta, hemorrágica ou ainda

mucopurulenta, necrose, odor e prurido que pode

levar o animal a automutilação (Chaffin et al., 1995).

No sistema gastrintestinal (Purcell et al., 1994)

identificou, através de laparotomia exploratória, a

Pitiose como causa de obstrução parcial do jejuno,

isolando o Pythium insidiosum de massas granulomatosas

fixadas junto à porção interna da parede

intestinal.

Em lesões cutâneas crônicas pode haver envolvimento

ósseo. Estas lesões são caracterizadas por

exostoses, osteólises e osteomielites no exame radiológico

e massas necróticas contendo hifas no exame

histopatológico. Alguns casos de metástases para os

pulmões, linfonodos regionais e intestinos são

descritos na literatura, porém, são pouco frequentes

(Santurio et al., 2000). No tecido ósseo, Eaton (1993)

encontrou através do estudo radiológico a irregularidade

da superfície óssea com reações periosteais e

severas erosões no carpo e metacarpos de um equino.

Também foram observadas áreas de necrose, descargas

mucupurulentas e na avaliação histopatológica

superfícies ulcerativas, tecido granulomatoso e hifas.

Alfaro e Mendoza (1990), citam que em quatro

animais acometidos com Pitiose envolvendo o tecido

ósseo, houve a necessidade de eutanásia.

A identificação precoce da doença torna-se difícil

através dos métodos de diagnóstico usuais, como

avaliação clínica, histopatologia e isolamento do

agente (Leal et al., 2001). Em 2002, Reis e Nogueira

comprovaram que o método de imunohistoquímica

apresenta uma alta especificidade no diagnóstico de

infecção pelo P. insidiosum. Atualmente vêm sendo

desenvolvidas pesquisas baseadas em provas sequenciais

do DNA ribossomal do agente, a fim de se

realizar um diagnóstico mais específico (Schurko et

al., 2004).

O tratamento usualmente realizado baseia-se na

imunoterapia, através de imunoterápico obtido de

culturas do próprio agente, ou seja, um macerado de

hifas. O índice de eficiência da imunoterapia aumenta

quando esta é associada a ressecções cirúrgicas

(Santurio et al., 2000). O diagnóstico e a intervenção,

utilizando o tratamento imunoterápico, são fundamentais

para a eficácia do tratamento quando utilizados

precocemente (Mendoza et al., 1992). A ressecção

cirúrgica é comumente empregada no tratamento,

porém altos índices de recorrência são relatados. A

dissecção cirúrgica realizada com laser pode resultar

em necrose térmica podendo matar o agente que

estiver infiltrado no tecido adjacente, reduzindo desta

forma o risco de recorrência (Sedrish et al., 1997).

Antibióticos e antifúngicos sistêmicos não são eficazes

no tratamento deste tipo de infecção, a solução

saturada de Iodeto de potássio (KI) demonstrou benefícios

quando empregado na forma cutânea da doença

e para as formas vascular e oftálmica é empregada à

ressecção cirúrgica em humanos (Thianprasit et al.,

1996).

O objectivo deste trabalho é relatar 10 casos de

pitiose em equinos com procedimentos simultâneos de

imunoterapia e processos cirúrgicos.

Material e métodos

Foram atendidos 10 casos de Pitiose Equina no

período compreendido entre Janeiro de 2004 à

Fevereiro de 2005 no Hospital de Clínicas Veterinária

(HCV), Faculdade de Medicina Veterinária -

Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Brasil. Estes

animais eram oriundos da região Sul do Rio Grande

do Sul. Os animais apresentaram diferentes sinais

clínicos dependendo da região afetada e da condição

clínica. A claudicação foi observada nos animais em

que as lesões se situavam nos membros locomotores
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(Figura 1 e 2), a dificuldade em alimentar-se esteve

presente nos acometidos na região rostral da cabeça

(Figuras 3 e 4) e nos que apresentaram intensa

claudicação. Prurido, apatia, inapetência, perda de

peso e hipoproteinemia foram observados em todos os

animais. Uma égua com Pitiose na região ventral do

abdômen e outra no membro locomotor abortaram

durante o período de tratamento. As lesões se caracterizaram

por regiões ulcerativas e granulomatosas, de

aspecto irregular, com inúmeros "sinus" que apresentam

no seu interior "Kunkers", secreção mucopurulenta

e hemorrágica, assim como odor.

O prurido e a dor levaram alguns animais a

auto-mutilação através de mordidas e choque contra

objetos rígidos. As secreções permaneceram presentes

até o fim do tratamento. Os animais avaliados e

tratados chegaram ao HCV, quando a enfermidade já

apresentava caráter crônico, e os proprietários de

modo geral relataram o surgimento repentino e rápido

crescimento das lesões.

O diagnóstico foi realizado a partir do isolamento

do agente etiológico e o envolvimento ósseo confirmado

através do estudo radiológico.

O tratamento de todos os animais baseou-se na

administração da vacina Pitium-Vac, produzida pela

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e a

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária

(Embrapa) a partir de macerado de hifas das lesões

dos próprios animais e associada à ressecção cirúrgica

da massa proliferativa presente.

Resultados

Os equinos acometidos apresentaram diferentes

padrões de resposta à enfermidade. Os animais

números 8 e 9 demonstraram evolução desfavorável

das lesões, havendo a proliferação destas de forma

mais rápida e intensa em relação aos demais. Estes

animais haviam sido submetidos à terapia antimicrobiana

(penicilina) antes de ingressar no HCV, este tipo

Figura 1 - Pitiose na região de quartela, tecido proliferativo granulomatoso,

"sinus" e "Kunkers"

Figura 2 - Corte transversal ao nível da 2° falange, presença de tecido

de granulação e "Kunkers" envolvendo o tecido ósseo

Figura 3 - Pitiose acometendo a região rostral da cabeça, tecido

proliferativo granulomatoso

Figura 4 - Lesão acometendo a face com perda de tecido
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de medicamento não possui efeito sobre fungos,

porém é possível que tenha eliminado microorganismos

que através de disputa limitem a proliferação do

Pytium insidiosum. Baseado nos resultados observados

é possível sugerir que embora as lesões apresentem

contaminação bacteriana, o emprego de antimicrobianos

não constitui uma forma eficiente de terapia e

pode dificultar o tratamento específico.

A vacina foi administrada a cada 14 dias, pela via

subcutânea e no volume de 2 ml, em todos os animais

até a recuperação completa ou eutanásia. No local de

administração foi observada reação local marcada por

aumento de volume. Todos os animais foram submetidos

à curetagem do material necrótico das lesões no

início do tratamento e o procedimento foi repetido a

cada 7 dias até a cura ou eutanásia. A eutanásia foi

realizada quando o animal não respondeu a três doses

da vacina e à cirurgia, ou quando detectou-se

proliferação da lesão e comprometimento ósseo ou de

estruturas imprescindíveis para a sustentação dos

membros, como nos Animais 06, 07, 08 e 09.

Os tratamentos prolongados, dos animais 6 e 10,

foram instituídos com a finalidade de observar a

evolução da enfermidade frente às varias aplicações

da vacina e repetidas ressecções cirúrgicas. Embora

estes animais tenham apresentado pequena melhora

no inicio do tratamento, primeiros 30 dias, após não

houve evolução positiva e sim um processo de piora

do quadro clínico resultando na debilidade dos

animais marcada por apatia, inanição, perda de peso,

anemia e hipoproteinemia. O prognóstico desfavorável

estabelecido quando os animais chegaram ao

HCV, baseado na perda da função e de estruturas

anatômicas, permaneceu durante o período de

tratamento. Ficando claro que a precocidade do

diagnóstico e inicio da terapia são fundamentais para

a recuperação do animal.

A terapia prolongada não foi efetiva, porém é

necessário considerar que a enfermidade é crônica e

quando não tratada de forma precoce implica em

debilidade dos animais com consequente comprometimento

do sistema imune. Desta forma é possível

considerar duas situações: a eficiência da vacina

quando administrada por longos períodos de tempo e

consequente imuno-incompetência dos animais, ou

então, ineficiência da vacina em promover a resposta

imune satisfatória quando empregada em tratamentos

prolongados.

Nos cinco animais que apresentaram Pitiose

envolvendo o tecido ósseo, a terapia foi ineficiente

levando a eutanásia. Como a taxa de recuperação dos

animais atendidos foi de 50%, estes representaram os

não recuperados. O envolvimento ósseo por si define

o longo período de exposição à enfermidade, visto que

a infecção ocorre a partir do sistema tegumentar e

após necessita passar pelos tecidos adjacentes para

então acessar o periósteo. O sistema imune no tecido

ósseo não apresenta a mesma capacidade de resposta

que nos demais, devido em parte a menor eficiência

do sistema circulatório em conduzir mediadores e

células do processo inflamatório ao periósteo e córtex

ósseo.

Os animais não responderam à terapia vacinal e a

ressecção cirúrgica não abordou o tecido ósseo porque

implicaria em perda da capacidade sustentação em

4 casos e perda da capacidade de apreensão e

mastigação do alimento em 1 caso. A terapia vacinal

foi mantida em todos os animais até que o tratamento

cirúrgico não fosse possível devido a inviabilidade de

remoção do tecido acometido com a mesma eficiência

dos casos em que estão envolvidos apenas os sistemas

tegumentar e muscular. Alfaro e Mendoza (1990),

também citam a eutanásia em quatro animais acometidos

por Pitiose envolvendo o tecido ósseo.

Conclusão

O diagnóstico e o tratamento precoce são fundamentalmente

importantes para o prognóstico

favorável do paciente.

O emprego de antimicrobianos pode ser desfavorável

em casos de equinos acometidos por Pitiose.

A administração da vacina associada a ressecções

cirúrgicas demonstrou eficiência nos casos em que

não houve envolvimento ósseo.

O envolvimento do tecido ósseo constitui um

critério para estabelecer o prognóstico desfavorável.

Tabela 1 - Descrição dos animais acometidos por Pitiose, atendidos no HCV, durante o período de 2003 / 2004.

Animal Idade Sexo Local da lesão Tratamento Resolução

01 9 anos F Abdômen 3 meses Recuperado

02 4 anos F Membros 2 meses Recuperado

03 6 meses F Membros 2,5 meses Recuperado

04 12 anos F Membros 3 meses Recuperado

05 8 anos M Períneo 2,5 meses Recuperado

06 5 anos F Focinho / tec. ósseo 7 meses Eutanásia

07 18 anos F Membro / tec. Ósseo 2 meses Eutanásia

08 7 anos F Membro / tec. Ósseo 1,5 meses Eutanásia

09 9 anos F Membro / tec. Ósseo 1 mês Eutanásia

10 5 anos F Face / tec. ósseo 4 meses Eutanásia
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Resumo: Pretendeu-se avaliar a eficiência e precisão da

determinação do sexo em biopsias obtidas por micro-secção de

embriões bovinos produzidos in vitro. Avaliou-se também a

distribuição do sexo e a sobrevivência destes embriões

biopsiados à congelação/ descongelação. Oócitos bovinos

aspirados de ovários recolhidos no matadouro foram maturados

e fertilizados in vitro (FIV=D0) para produção de embriões em

co-cultura (TCM199 + 10% soro + células da granulosa).

Embriões D7/D8 foram biopsiados e vitrificados. O grupo

controlo não foi micromanipulado. Após extracção do DNA das

amostras, foram utilizados dois pares de iniciadores no PCR

para determinação do sexo dos embriões. A precisão do

método, avaliada por comparação do sexo diagnosticado nos

blastómeros biopsiados e respectivo embrião (n=14) e em duas

biopsias (n=20) do mesmo embrião, foi 100% e 100%,

respectivamente. A eficiência do método na determinação do

sexo dos embriões (n=47) foi 93,6%. As taxas de clivagem e de

embriões D7-8 foram 73,8±1,8% e 23,8±1,7%, não havendo

diferenças significativas na distribuição do sexo dos embriões.

A sobrevivência dos embriões micromanipulados ou não micromanipulados

após descongelação foi de 59,4±9,4% e de

91,7±8,3% (P=0,04), respectivamente.

O método de biopsia e o protocolo de PCR implementados para

a sexagem de embriões bovinos são simples e precisos. A sobrevivência

dos embriões micromanipulados à vitrificação,

embora com taxas bastante aceitáveis, é ainda menor que a dos

embriões não micromanipulados. Outras estratégias para

aumentar a resistência destes embriões à congelação /descongelação

poderão valorizar os embriões produzidos.
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Summary: The purpose of this study was to determine the

efficiency and accuracy of sex determination by polymerase

chain reaction (PCR) using micro-section for biopsy of in vitro

produced (IVP) bovine embryos. Embryo sex ratio and

post-thawing viability were also determined. Abattoir derived

oocytes were matured and fertilized in vitro (IVF day = D0) for

embryo production in a co-culture system (TCM199 + 10%

serum + granulosa cells). Day 7/8 embryos were biopsied for

sex determination. Biopsied and non-biopsied blastocysts

were vitrified as a control for embryo viability. For sex determination,

the method utilizes two different sets of primers in a

pit-stop PCR. Accuracy of assays determined by comparing the

identified sex from biopsied blastomeres with that of its correlated

embryo (n=14) and from two biopsies (n=20) of the same

embryo was 100 and 100% respectively. Embryo sexing

efficiency was 93.6%. Embryo production rates were

73.8±1.8% and 23.8±1.7% for cleavage and D7-8 embryo

respectively, with an absence of significant effect on blastocysts

sex ratio. Post-thawing embryo survival were 59.4±9.4% and

91.7±8.3% (P=0.04) for biopsied and non micromanipulated

bovine embryos, respectively. These data indicate that the

implemented embryo biopsy and the PCR protocol provided a

highly reliable method for sexing bovine embryos. Although

presenting acceptable post-thawing embryo survival rates,

results from biopsied embryos were even so inferior to those

in non-micromanipulated embryos, pointing to the need of

combining vitrification with new strategies for improving

embryo resistance to cryopreservation.
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Introdução

O desenvolvimento de metodologias que permitam

a predeterminação do sexo dos embriões tem sido

objecto de inúmeras equipas de investigação em todo

o mundo. Diversos métodos foram implementados.

No entanto, apenas a detecção de sequências de DNA

específicas do cromossoma Y, após recolha de biopsia

embrionária e amplificação pela PCR, é suficientemente

rápida e eficaz para ser usada na prática

(Bredbacka, 2001; Lopes et al., 2001; Lopes da Costa

et al., 2002). Não existe contudo unanimidade na

técnica a utilizar. Os protocolos de PCR onde são

amplificados diferentes sequências específicas do

cromossoma Y são numerosos (Peura et al., 1991;

Kirkpatrick e Monson, 1993; Machaty et al., 1993;

Bredbacka et al., 1995; Weikard et al., 2001;

Kageyama et al., 2004). Muitos destes protocolos prevêem

igualmente a amplificação de uma sequência

comum a ambos os sexos para evitar os falsos diagnósticos

de fêmeas na ausência de amostra e, quase todos,

referem taxas de eficiência elevadas (90-95%).
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Enquanto que as taxas de gestação em vacas após

transferência de embriões sexados frescos são

elevadas, a transferência de embriões sexados após

descongelação origina taxas de gestação significativamente

inferiores (Shea, 1999; Lopes da Costa et al.,

2002). A menor viabilidade dos embriões sexados

após descongelação resulta de lesões celulares e da

zona pelúcida que decorrem durante a recolha da

biopsia, fragilizando o embrião. Os embriões bovinos

IVP apresentam também uma grande susceptibilidade

à criopreservação, apontada como uma das grandes

limitações à aplicação comercial desta técnica,

situação agravada por qualquer micromanipulação

(Tominaga, 2004). Progressos recentes nas técnicas de

congelação, nomeadamente a vitrificação associada a

novas formas de acondicionamento dos embriões, que

permitem taxas de congelação ultra-rápidas (Vajta

et al., 1998; Tominaga e Hamada, 2004) poderão

contribuir para aumentar a resistência destes embriões

à criopreservação.

A maior produção de embriões do sexo masculino

por IVP, referida por alguns autores, pode ser considerada

um problema nas raças bovinas com aptidão

leiteira, onde há um grande interesse económico na

produção de fêmeas. Estes autores têm identificado

alguns factores que influenciam o desvio na proporção

macho: fêmea nos embriões IVP, como sejam as

condições de cultura in vitro, nomeadamente altas

concentrações de glucose (Gutierrez-Adan et al.,

2001a, 2001b), a maior velocidade de desenvolvimento

dos embriões do sexo masculino (Avery et al., 1992;

Nedambale et al., 2004), a maior sensibilidade dos

embriões do sexo feminino à manipulação (Gutiérrez

et al., 1993), assim como o método de preparação dos

espermatozóides para a fertilização in vitro (Pegoraro

et al., 2002; Madrid-Bury et al., 2003). Por outro lado,

muitos destes factores poderão ser manipulados,

constituindo um método simples e não invasivo para a

selecção de embriões do sexo feminino ou masculino.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a precisão e

eficiência da determinação do sexo por PCR em

biopsias obtidas por micro-secção de embriões

bovinos produzidos in vitro. Pretendeu-se também

quantificar a distribuição de embriões machos e

fêmeas obtidos no sistema de produção in vitro

praticado no Laboratório de Embriologia da EZN e

avaliar a sobrevivência destes embriões biopsiados à

congelação/descongelação.

Material e métodos

Produção in vitro de embriões

A produção de embriões (17 sessões) foi realizada

a partir de oócitos aspirados de ovários bovinos

provenientes do matadouro Santacarnes (Santarém),

segundo técnica descrita por Pereira et al. (2007).

Resumidamente, os complexos cumulus-oócitos

aspirados, após lavagem e selecção, foram colocados

para maturação numa estufa incubadora a 39 ºC, com

5% de CO2 e saturada de humidade durante 22 a 24

horas. O meio de maturação era constituído por

TCM199 (GibCo, ref. 22340-020), 10% de soro de

vaca superovulada em cio (SOCS), 10 μg/mL FSH

(Sigma, ref. F-2293), 100 UI/mL de penicilina e

100 μg/mL de estreptomicina (Sigma, ref. P-0781).

Os oócitos maturados foram inseminados com sémen

bovino descongelado e submetido a um processo de

"swim-up" em meio Talp (meio modificado de

Tyrode) com cafeína (2,4 mM, Sigma, ref. C-0750). A

fertilização dos oócitos foi realizada em gotas de

40 μL de meio de fertilização constituído por meio

TALP suplementado com 30 μg/mL de heparina

(Sigma, ref. H-3393), 10 mM penicilamina (Sigma,

ref. P-4875), 20 mM de hipotaurina (Sigma, ref.

H-1384) e 0,25 mM de epinefrina (Sigma, ref. E-1635)

submersas em óleo mineral (Sigma, ref. M-8410). Os

oócitos (10 por gota) e espermatozóides (1 x 106/mL)

permaneceram 22 horas neste meio, após o que foram

transferidos para monocamadas de células da granulosa.

Os embriões prosseguiram o seu desenvolvimento

in vitro, durante 7 ou 8 dias, em estufa incubadora a

39 ºC, com 5% de CO2 e saturada de humidade, sendo

refrescados diariamente (TCM199 + 10% de SOCS +

antibiótico). As taxas de clivagem (embriões 2-4

células /oócitos inseminados) e de embriões D7/D8

(morulas e blastócitos / embriões 2-4 células) foram

avaliadas às 48 horas após a inseminação e nos 7 e 8

dias de cultura, respectivamente.

Micromanipulação e congelação dos embriões

Os embriões foram seleccionados para a micromanipulação

ao 7º e 8º dias de cultura, nos estadios de

blastócitos e blastócitos expandidos, com uma

qualidade de muito bom (G1) e bom (G 2) (Lidner e

Wright, 1983). A micromanipulação foi realizada em

microscópio invertido (Olympus, IMT-2), com o

auxílio de micromanipuladores (Narishige®, MO-8set

e MN-151), onde foram colocadas a pipeta de fixação

"holding" e a micro-lâmina de bisturi (AB technology,

Ref. ESE020). As biopsias recolhidas do trofoblasto

foram congeladas em azoto liquido e guardadas a –

30 ºC, para posterior identificação do sexo dos

embriões.

A congelação dos embriões de G1 e G2 (biopsiados,

n=20; não biopsiados, n=19) foi realizada por

vitrificação segundo a técnica de Mermillod et al.

(1997) e os embriões conservados em azoto líquido. A

resistência dos embriões à congelação/descongelação

foi avaliada pelo número de embriões vivos e íntegros/

embriões descongelados *100. A classificação dos

embriões descongelados considerou a ausência de

fractura da zona pelúcida ou separação de células do

embrião (integridade) e também a sua expansão e

aparência (brilho, cor, blastómeros em degenerescência)

(Pereira et al., 2007).
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Sexagem dos embriões

O método de sexagem de embriões bovinos IVP

implementado baseou-se na técnica de Forell (2001) e

Lopes et al. (2001). O DNA foi extraído das amostras

(biopsia ou embriões) com auxilio de proteínase

K (0,16 μg/μL) e do sangue de bovinos com sexo

identificado, utilizados como controlo masculino e

feminino no PCR, com um kit comercial (DNeasy

Tissue Kit; Ref. 69504).

Os pares de iniciadores utilizados para a amplificação

do DNA foram o C1C2 (controlo) e Y1Y2

(específico do macho). O par C1C2 foi descrito por

Peura et al. (1991) para amplificar um fragmento de

DNA satélite bovino 1.715 de 216 pb (Plucienniczak

et al., 1982). O par Y1Y2 foi descrito por Macháty et

al. (1993) para amplificar um fragmento de 174 pb

específico para o cromossoma Y. Os iniciadores foram

sintetizados pela BIOMERS (Bioportugal), tendo a

sequência: C1C2 5´- TGG AAG CAA AGA ACC CCG

CT - 3´ e 5´-TCG TGA GAA ACC GCA CAC TG3´;

Y1Y2 5´- CCC TTC CAG CTG CAG TGT CA - 3´ e

5´- GAT CTG TAA CTG CAA ACC TGG C - 3´.

A reacção de amplificação do DNA foi realizada

num volume total de 25 μL, contendo 5 U da Taq

polimerase (Fermentas, Ref. EP0402) adicionada em

HotStart a 95 ºC após o início da reacção, tampão de

10xPCR (Fermentas, Ref. B15), 1,5 mM de MgCl2

(Fermentas, Ref. EP0402), 10 mM de dNTPs

(Fermentas, Ref. RO192), 10 μg/mL de BSA e 2 μL

de cada par de iniciadores, com 10 pM para o par C1C2

e 30 pM para o Y1Y2. Os tubos foram colocados no

termociclador (Uno II, Alfagene) e submetidos à

temperatura de 94 ºC durante 5 minutos. Em seguida

foram submetidos a 40 ciclos de 94 ºC por 1 minuto;

56,4 ºC por 30 segundos; 72 ºC por 45 segundos e a

uma extensão final de 72 ºC por 30 minutos. Ao final

do 7º ciclo da PCR, foi adicionado o segundo par de

iniciadores C1C2 às amostras em PitStop.

Após a amplificação do DNA, as amostras foram

submetidas à separação electroforética (Sistema de

electroforese Mini-Sub Gell GT, BioRad), em gel

de agarose a 2% em 1x TBE (10xTris/ácido

bórico/tampão EDTA; BIO-RAD; Ref. 161-0733)

contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídio

(GibcoBRL; Ref. 15585-011). Os produtos de

amplificação foram visualizados sob luz ultravioleta

(Photo Print da Vilbert Loumart). A presença de

um fragmento de DNA de 216 pb foi diagnosticada

como fêmea, e a presença de dois fragmentos (216 pb

e 174 pb) foi diagnosticada como macho.

A precisão do método foi avaliada por comparação

do sexo diagnosticado nos blastómeros biopsiados e

no respectivo embrião (n=14) e do sexo diagnosticado

em duas biopsias (n=20) do mesmo embrião (Forell et

al., 2002; Tominaga e Hamada, 2004). A eficiência do

método para a sexagem dos embriões (n=47) foi

calculada pela razão entre o número de embriões

com sexo identificado e o número de embriões

biopsiados*100.

Análise estatística

Os resultados do presente trabalho são apresentados

como a média ± erro padrão (EP) das respectivas

sessões.

O tratamento estatístico para comparação da

distribuição do sexo dos embriões IVP em função

da idade (D7 versus D8), qualidade (grau 1 versus

grau 2) e estadio de desenvolvimento embrionário

(BL Exp- versus BL Exp+) foi realizado pelo teste do

qui quadrado, em tabelas de contingência 2X2.

A análise de variância foi utilizada para avaliar

a resistência à congelação/ descongelação dos

embriões realizada em 4 sessões de descongelação.

As diferenças foram consideradas significativas

quando P≤0,05 (Statsoft Inc, 1995).

Resultados

As taxas de produção de embriões obtidos nas 17

sessões realizadas estão representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Taxas de produção in vitro de embriões bovinos

(17 sessões)

n Taxa (média ± EP) %

Embriões 2-4 células 1074 73,8 ± 1,8*

Embriões D7/8 210 23,8 ± 1,7**

*nº de embriões 2-4 células/ nº de oocitos inseminados

**nº de morulas e blastocitos / nº de embriões 2-4 células

Dos embriões D7/8 produzidos, 4,4 ± 2,1% eram de

G1, 26,7 ± 3,0% de G2, 35,3 ± 4,9% de G3 e 33,6 ±

4,4% de G4. Apenas os embriões de G1 e G2 foram

biopsiados para posterior identificação do sexo. Na

Figura 1 está representada a fotografia de um gel de

agarose, onde correram os produtos da reacção de

amplificação do DNA extraído das biopsias dos

Figura 1 - Fotografia de gel de agarose após electroforese dos produtos

de PCR das amostras de biopsias de embriões IVP bovinos. Na posição

12 está o DNA controlo fêmea (aparece a banda autossómica específica

do DNA bovino – 216 pb) na posição 13 está o DNA controlo macho

(aparece primeiro a banda autossómica especifica do DNA bovino - 216

pb e em seguida a banda especifica para o cromossoma Y - 174 pb). O

marcador de pesos moleculares - régua (posição 11) foi o 100 pb. Da

esquerda para a direita foram colocadas amostras de biopsias de

embriões IVP, posições 1, 2, 6 e 10, diagnosticados machos; nas

posições 3, 4, 5, 7 e 8, diagnosticados fêmeas; na posição 9, não houve

diagnóstico (ausência de bandas de DNA).

Amostras de DNA de biopsias

de embriões bovinos IVP

DNA de

sangue

216 pb

174 pb

– – – – – – – – ? – régua – –

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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embriões IVP bovinos. A taxa de precisão do método

foi de 100%, quer quando comparado o sexo de duas

biopsias (20/20) do mesmo embrião quer quando

comparado o sexo da biopsia e respectivo embrião

(14/14). A eficiência do método para a sexagem dos

embriões foi de 93,6% (44/47).

Discussão

A tecnologia da determinação do sexo de embriões

antes da implantação pode contribuir não só para

aumentar a eficiência económica em programas de

transferência de embriões mas também para a optimização

do maneio reprodutivo bovino em programas

de selecção e melhoramento (Shea, 1999). O método

de sexagem utilizado neste trabalho é económico,

simples e preciso. A biopsia dos embriões realizada

por micro-secção é de fácil execução e permite retirar

± 10 células por embrião. O número de células da

biopsia é importante para a optimização do PCR, pois

embora seja possível utilizar apenas um blastómero

para a sexagem (Machaty et al., 1993), o que diminui

a fragilidade do embrião, a probabilidade de erro na

amplificação dos produtos de PCR devido a contaminação

ou por aneuploidia é muito maior. Segundo

Shea (1999) e Bredbacka (2001) esta técnica não

constitui uma mais valia devido aos numerosos falsos

diagnósticos.

O uso do iniciador autossómico foi de grande

importância para reduzir o número de diagnósticos

duvidosos, que no presente trabalho foi de 0%, e para

salvaguardar a ocorrência de falsas identificações de

embriões do sexo feminino. A adição deste iniciador

somente após 7 ciclos de amplificação do DNA permitiu

evitar interferências na amplificação da sequência

específica do cromossoma Y, que ocorre quando ambos

os pares de iniciadores são adicionados ao mesmo

tempo, antes de iniciar a reacção da PCR (Peura et al.,

1991; Bredbacka et al., 1995; Lopes, 1998). A ausência

de diagnóstico ocorreu em cerca de 6% dos embriões

produzidos, não tendo sido observadas as bandas não

específica e específica do macho após o PCR. Esta falta

de diagnóstico pode ter resultado da perda da biopsia ou

por problema na amplificação do DNA. A taxa de eficiência

do diagnóstico do sexo dos embriões pelo método

implementado é semelhante às referidas por vários

autores que variam entre 90 e 98% (Peura et al., 1991;

Kirkpatrick e Morgon, 1993; Matchay et al., 1993;

Garcia et al., 1997; Weikard et al., 2001; Kageyama et

al., 2004).

A biopsia por micro-secção apresenta como grande

vantagem o uso de equipamento mais simples podendo

ser utilizada para sexagem de embriões em

condições de campo (Lopes et al., 2001). Bredbacka

(2001) refere que esta metodologia não altera os

índices de gestação obtidos comparando embriões

bovinos IVP sexados e não sexados. Contudo, esta

técnica apresenta como grande desvantagem o prejuízo

da qualidade embrionária após a criopreservação

(Shea, 1999; Tominaga, 2004), como constatado no

presente trabalho, embora a vitrificação tenha aumentado

a taxas de integridade e expansão dos embriões

pós descongelação (91,7%) quando comparado com

resultados anteriores (59,4% embriões não biopsiados

descongelados) do nosso laboratório utilizando a

técnica da congelação lenta (Pereira et al., 2004).

A obtenção da biopsia embrionária por microaspiração

poderá melhorar a resistência dos embriões

micromanipulados à congelação. No entanto, esta

técnica é mais difícil, necessitando de equipamento e

operadores mais sofisticados, apresentando taxas de

precisão menores (Garcia et al., 1997; Lopes et al.,

2001). No presente trabalho, a precisão do método de

sexagem obtida pelo diagnóstico do sexo de 2 biopsias

ou biopsia e respectivo embrião foi de 100%. Outras

alternativas para melhorar a congelabilidade dos

embriões micromanipulados poderão passar pela optimização

dos protocolos de vitrificação e alterações no

sistema de cultura in vitro, como seja a inclusão do

isómero conjugado do ácido linóleico trans-10 cis-12

que melhora a resistência à congelação/ descongelação

dos embriões produzidos in vitro micromanipulados

ou não (Carvalhais et al., 2006, Pereira et al., 2007).

Como referido, alguns autores encontraram um

desequilíbrio na proporção macho:fêmea nos

embriões IVP sugerindo que este desequilíbrio é um

artefacto resultante de alguns sistemas de produção de

embriões. Contudo, no nosso sistema de cultura com

células da granulosa, TCM199 e 10% soro não houve

diferenças significativas na proporção de embriões

machos e fêmeas produzidos. De igual modo, a teoria

de que os embriões machos se desenvolvem mais

depressa que as fêmeas (Avery et al., 1992;

Nedambale et al., 2004) também não é confirmada

pelos presentes resultados. Estes resultados podem ter

origem na conjugação de vários factores como a

utilização de TCM199 como meio de cultura base que

segundo De La Fuente (1998), ao contrário do meio

Menezo B2, não induz diferença na proporção de

embriões machos:femêas, apesar da presença de

células em co-cultura e da utilização do swim-up para

preparação dos espermatozóides que favorece os

embriões machos (Pegoraro et al., 2002). Outros

autores também não encontraram diferenças significativas

entre sexos dos embriões produzidos.

O método de biopsia e o protocolo de PCR

implementados para a sexagem de embriões bovinos

são simples e precisos. A sobrevivência dos embriões

micromanipulados à congelação, embora com taxas

bastante aceitáveis, é ainda menor que a dos embriões

não micromanipulados. A aplicação da vitrificação

aliada a outras estratégias para aumentar a resistência

destes embriões à congelação/descongelação permitirá

valorizar os embriões produzidos.
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Resumo: Foram analisadas alterações sazonais das dimensões

testiculares, das características seminais e de comportamento de

cinco garanhões da raça Lusitana pertencentes à Coudelaria

Nacional. Dados recolhidos na Primavera, Verão, Outono e

Inverno mostraram que existem diferenças sazonais significativas

no volume testicular e na produção de espermatozóides. O volume

testicular médio foi máximo em Março (234,0±15,8 cm3),

diminuiu até Outubro (203,5±17,0 e 168,6±10,0 cm3 em Junho

e Outubro, respectivamente) e voltou a aumentar em Janeiro

(190,8±8,8 cm3). Foi observada uma correlação positiva e significativa

entre o volume testicular e a produção total de espermatozóides

(r=0,654; P=0,0024), embora o volume testicular

mínimo tenha sido registado no Outono e a produção mais baixa

de espermatozóides no Inverno. Houve variações significativas

entre garanhões individuais, mas em todos se observou o

mesmo padrão das características testiculares e seminais

médias. Os parâmetros seminais qualitativos foram idênticos ao

longo do ano mas o volume dos ejaculados, o número total de

espermatozóides, o número de espermatozóides vivos e o de

espermatozóides com movimentos progressivos foram significativamente

menores no Inverno que no resto do ano. A concentração

dos ejaculados determinada por fotometria teve boa

correlação com a obtida por contagem directa com hematocitómetro

para níveis entre 100 e 300x106/mL, mas foi tendencialmente

mais alta para concentrações <100x106/mL (P=0,06)

e significativamente mais baixa para concentrações >300x106/mL

(P<0,01). Estes resultados mostram que a dimensão dos testículos

e a produção de sémen são influenciadas pela estação do ano

e que a avaliação da concentração de ejaculados por fotometria

é aceitável para concentrações entre 100-300x106/mL mas não

para concentrações abaixo ou acima desses limites.

Palavras–chave: garanhão, sazonalidade, dimensão testicular,

qualidade do sémen

Summary: This study analysed seasonal changes on testicular

size, seminal characteristics and behaviour of five Lusitano

stallions belonging to "Coudelaria Nacional". Data collected in

the spring (March/April), summer (June/July), autumn

(September/October) and winter (January) showed significant

seasonal differences on testicular size and sperm production.

Ecographic-derived testicular volume was maximum in March

(234.0±15.8 cm3), decreased to a minimum in October

(203.5±17.0 cm3 and 168.6±10.0 cm3 in June and October,

respectively) and started increasing again in January (190.8±8.8

cm3). There was a significant positive correlation between testicular

volume and sperm production (r=0.654; P=0.0024),

although minimum testicular volume was reached in October

while minimum sperm production was registered in January. A

significant inter-stallion variation was observed for testicular

size and sperm production but a similar pattern for testicular

size and sperm production was observed in all individual

stallions. Qualitative semen parameters were identical along the

year but gel-free volume, total sperm number, total live and total

progressive sperm were significantly lower in the winter than in

the other seasons. Sperm concentrations determined by

photometry were well correlated with the hemacytometer determinations

for concentration ranges 100-300x106/mL, but photometric

determinations tended to produce false-high measures

for concentrations <100x106/mL (P=0.06) and produced false-low

values for ejaculates with >300x106/mL spermatozoa (P<0.01).

These results show that both testes size and sperm production of

Lusitano stallions are affected by season and that determinations

of sperm concentration by photometry are acceptable for

concentration ranges 100-300x106/mL but not for lower or higher

levels.

Keywords: stallion, season, testicular size, semen quality

Introdução

A inseminação artificial (IA) na espécie equina tem

pouca expressão em Portugal, mas é de esperar que a

sua utilização aumente na sequência da autorização do

registo de poldros provenientes de IA pela associação

de criadores de cavalos Puro Sangue Lusitano. A

fertilidade proporcionada pela IA pode ser idêntica à

obtida com cobrição natural desde que a dose seminal

contenha, pelo menos, 300 milhões de espermatozóides

com mobilidade progressiva (Vidament et al.,

1997; Gahne et al., 1998). Sabe-se que no hemisfério

Norte a produção de espermatozóides e a função

endócrina testicular são mais elevadas durante a

Primavera/Verão do que durante o Outono/Inverno

(Johnson, 1985; Hoffman e Landeck, 1999; Jannet et al.,
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2003), embora a incidência de anomalias morfológicas

tenda a ser menor em ejaculados obtidos no

Inverno (Magistrini et al., 1987; Janett et al., 2003).

Também é sabido que, independentemente da estação

do ano, a produção de espermatozóides e a fertilidade

variam amplamente entre garanhões individuais (van

Buiten et al., 2003; Sieme et al., 2004). Em Portugal

existe pouca informação sobre o padrão anual de

reprodução da espécie equina mas éguas Lusitanas

mantidas à latitude 39º 12’ N tendem a entrar em

anestro durante o Inverno, embora éguas com boa

condição corporal possam ciclar durante esse período

(Robalo Silva et al., 2001; Claudino et al., 2003;

Ferreira-Dias et al., 2005). Isso sugere que a sazonalidade

nesta raça é menos pronunciada que a de raças

mantidas em regiões de latitudes mais elevadas. Não

existe informação sobre o garanhão, mas é possível

que o efeito da luminosidade sobre a função sexual

seja moderado, tal como na espécie ovina. De facto,

foi evidenciado que em carneiros de regiões temperadas

(Suffolk) a principal determinante da sazonalidade é a

luminosidade enquanto que em carneiros de regiões

Mediterrânicas (Merino) a nutrição pode sobrepor-se

ao efeito da luminosidade (Hotzel et al., 2003).

Porque é quase nula a informação existente sobre

variação anual da função sexual do cavalo Lusitano,

foi efectuado este estudo com o objectivo de avaliar

alterações da dimensão testicular e da produção e

qualidade de ejaculados durante um ano.

Material e métodos

Animais e desenho experimental

Foram utilizados cinco garanhões da raça Lusitana

com idades compreendidas entre os 6 e os 8 anos,

pertencentes à Coudelaria Nacional, com sede no Vale

de Santarém (latitude 39º 12’ N). Durante o período

em que decorreu o trabalho, os animais foram alimentados,

por dia, com 7 kg de feno mais 5 kg de concentrado

comercial. Palha, água e blocos de sais minerais

foram fornecidos ad libitum. Todos os animais mantiveram

boa condição corporal durante o estudo, que

teve a duração de um ano completo. Antes do período

experimental, os garanhões foram treinados a saltar

sobre uma égua em estro dentro da sala de recolha de

ejaculados e todos mostraram comportamento sexual

normal e uma boa adaptação à vagina artificial.

Para avaliação de diferenças sazonais na dimensão

testicular e na produção e qualidade do sémen, quatro

períodos de recolhas de ejaculados, com quatro

semanas de duração cada, foram definidos como

Primavera (Março/Abril), Verão (Junho/Julho),

Outono (Setembro/Outubro) e Inverno (Janeiro). Na

semana que antecedeu e na semana que sucedeu a

cada período de recolha de sémen, foram efectuadas

medições testiculares a todos os garanhões.

Medições testiculares

As medições testiculares incluíram a determinação,

com compasso e por ecografia (ecógrafo Pie Medical

100 LC Vet, com sonda linear de 6,8 Mhz), do comprimento,

da largura e da profundidade de cada

testículo. As medições foram efectuadas após tranquilização

dos animais com 10 g de hidrocloreto de

detomidina (Domosedan, Pfizer), sempre pelo mesmo

operador.

Recolha, avaliação do sémen e registo do

comportamento sexual

Os ejaculados foram recolhidos para uma garrafa de

plástico graduada utilizando uma vagina artificial

(modelo Colorado, Minitub) equipada com manga

interior de plástico descartável. A frequência de recolhas,

em cada um dos quatro períodos do ano, consistiu

de dois ejaculados com uma hora de intervalo todas as

quintas-feiras, durante 3 semanas. Na semana seguinte

foram recolhidos dois ejaculados com uma hora de

intervalo na segunda-feira e ejaculados simples nos

três dias seguintes para avaliação da produção diária

de espermatozóides. Um garanhão esteve ausente

numa sessão de recolhas na Primavera e em duas

sessões de recolha no Outono; na Primavera e no

Verão houve 3 e 5 sessões de recolha de ejaculados,

respectivamente. Antes da recolha de cada ejaculado,

foram registados os intervalos de tempo desde a entrada

na sala de colheitas até à erecção e até à ejaculação, o

número de montas por ejaculação e a duração da

ejaculação.

Imediatamente após recolha e registo do volume

total do ejaculado, este foi filtrado para uma proveta

graduada e foi registado o volume do ejaculado

desprovido de gel. De imediato, foi transferida para

banho-maria a 37 ºC uma alíquota que serviu para

execução dos restantes procedimentos de avaliação

que incluíram: estimativa da percentagem de espermatozóides

vivos e da percentagem de espermatozóides

com movimentos progressivos, determinação da concentração

de espermatozóides por unidade de volume, do

número total de espermatozóides no ejaculado e da percentagem

de espermatozóides com morfologia normal.

A mobilidade, incluindo a percentagem de espermatozóides

com movimentos progressivos, foi estimada

visualmente por observação ao microscópio óptico

(ampliação x 400) de uma amostra de sémen diluído

1:10 em diluidor comercial à base de leite desnatado

(Kenney, Minitub). O número total de espermatozóides

vivos e a percentagem de espermatozóides

com anomalias morfológicas foram determinados por

observação e contagem ao microscópio óptico de

esfregaços de sémen corados com eosina-nigrosina. A

concentração de espermatozóides em cada ejaculado

foi medida, na fracção desprovida de gel, por contagem

directa com hematocitómetro (Neubauer

"improved") e por fotometria (SpermCue, MinitubTM).
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Análise estatística

Os dados foram analisados no programa estatístico

"Statistica for windows, StatSoft Inc." (Tulsa,

Oklahoma, USA, 1995). Tendo-se verificado que os

dados não apresentavam distribuição normal, recorreu-

se aos testes não paramétricos Kolmogorov-

-Smirnov e Kruskal-Wallis, tendo-se optado sempre

por aquele que apresentava valor de significância mais

conservativo. Estes testes foram usados para avaliar o

efeito da estação do ano sobre todos os parâmetros

seminais. A relação entre dimensão testicular e produção

de sémen foi calculada por correlação simples.

Os valores das concentrações de espermatozóides nos

ejaculados obtidos por contagem directa foram

comparados com os obtidos por fotometria para as

concentrações <100 x 106/mL, 100-200 x 106/mL,

200-300 x 106/mL e >300x106/mL por ANOVA. As

diferenças foram consideradas significativas ao nível

de probabilidade de P <0.05.

Resultados

Os parâmetros de comportamento sexual foram

genericamente melhores no Outono e no Inverno do

que na Primavera e no Verão, mas as diferenças não

foram significativas (Tabela 1).

As medições testiculares efectuadas através da

ecografia tiveram uma variabilidade inferior à das

medições efectuadas com compasso, embora se tenha

observado uma correlação elevada entre os dois métodos.

A média, o desvio-padrão e a amplitude (limites

extremos) das medições testiculares, assim como o

número total médio de espermatozóides e os limites

extremos de todos os ejaculados são apresentados na

Tabela 2. A variabilidade das dimensões testiculares

resulta essencialmente de variações entre garanhões,

mas também houve alterações sazonais da dimensão

testicular em todos os animais. O volume médio dos dois

testículos, calculado a partir de medições ecográficas,

atingiu o valor máximo em Março (234,0 ± 15,8 cm3).

A partir daí o volume testicular diminuiu até Junho

(203,5 ± 17,0 cm3) e, de novo, até Outubro (168,6 ±

10,0 cm3) quando se registou o valor mínimo, tendo

voltado a aumentar em Janeiro (190,8 ± 8,8 cm3). A

variação sazonal do volume testicular seguiu um

padrão idêntico, embora não inteiramente coincidente

com o da produção de espermatozóides. Conforme se

mostra na Figura 1, foi observada uma correlação

positiva e significativa entre o volume testicular e a

produção total de espermatozóides (r=0,654;

P=0,0024), embora o volume testicular mínimo tenha

sido registado no Outono e a produção mais baixa de

espermatozóides tenha sido registada no Inverno.

Foram observadas variações significativas de volume

testicular e de produção de espermatozóides entre

garanhões individuais, mas em todos os garanhões se

observou o mesmo padrão das características testiculares

e seminais observado na média.

A Tabela 3 resume os dados relativos aos parâmetros

seminais registados em todas as sessões de colheita

que incluíram a recolha de dois ejaculados com uma

hora de intervalo. Conforme se pode observar nessa

tabela, a concentração de espermatozóides por

unidade de volume e as percentagens de espermatozóides

vivos, com mobilidade progressiva e com

morfologia normal foram idênticas em todas as

estações do ano. O volume total médio dos ejaculados

diminuiu progressivamente desde a Primavera até ao

Tabela 1 - Parâmetros de comportamento sexual de garanhões Lusitanos durante o ano (valores = média ± dp).

Parâmetro n Primavera Verão Outono Inverno

Intervalo até erecção (min) 55 1,65±0,95 1,56±1,14 1,15±1,34 1,19±1,06

Intervalo até ejaculação (min) 55 2,43±1,24 1,82±1,83 1,36±1,37 1,76±1,66

Nº montas/ejaculação 55 1,49±0,64 1,36±0,51 1,09±0,3 1,38±0,52

Duração da ejaculação (seg.) 55 22,3 ± 4,2 24,2±6,5 22,2±2,3 21,1±6,1

Tabela 2 - Medições testiculares ecográficas (médias dos dois testículos) e características seminais de 5 cavalos Lusitanos com 6-8

anos de idade.

Parâmetros Média ± dp Limites extremos

Comprimento testicular (cm) 7,66 ± 0,17 7,06 – 8,04

Largura testicular (cm) 4,82 ± 0,11 4,54 – 5,11

Profundidade testicular (cm) 5,59 ± 0,18 5,17 – 6,02

Volume testicular (cm3) 208,28 ± 15,78 171,11 – 246,08

Nº total de espermatozóides (x109)/mL 6,33 ±1,13 3,28 – 9,39

Figura 1 - Relação entre o volume testicular e a produção de espermatozóides

(SPZ) em cavalos lusitanos com 6-8 anos de idade (r = 0,654;

P = 0,0024)

Volume testicular (cm3)

Concentração total de SPZ

Robalo Silva J et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 119-125

122

Inverno, mas as diferenças entre estações do ano não

foram significativas. Verificaram-se diferenças sazonais

significativas entre o volume médio dos ejaculados

desprovidos de gel que foram recolhidos na Primavera

e no Verão e os que foram recolhidos no Inverno. Isso

indica que a proporção de gel nos ejaculados foi muito

mais alta no Inverno e no Outono (30,3% e 20,4%,

respectivamente) do que na Primavera e no Verão

(12,1% e 12,3%, respectivamente). Como foram

idênticos, em todas as estações do ano, os parâmetros

concentração, percentagem de espermatozóides vivos

e percentagem de espermatozóides com movimentos

progressivos rectilíneos, a variação sazonal do volume

desprovido de gel influenciou o número total de espermatozóides

nos ejaculados e o número total de

espermatozóides vivos e de espermatozóides com

movimentos progressivos. Estes parâmetros seminais,

tal como observado para o volume médio dos ejaculados

filtrados, tiveram valores significativamente mais

baixos no Inverno do que nas restantes estações do

ano (P<0,05).

Com base nos ejaculados simples dos três últimos

dias da última semana de recolhas em cada estação do

ano, foram obtidos os dados seminais apresentados na

Tabela 4. Estes dados, definidos como produção diária

de espermatozóides, apresentaram um padrão sazonal

idêntico, mas não inteiramente coincidente com os

dados inseridos na Tabela 3. Tal como nos ejaculados

obtidos com uma hora de intervalo, houve diferenças

significativas entre o Inverno e a Primavera para os

mesmos parâmetros, com excepção do total de espermatozóides

móveis, mas as diferenças não atingiram

significância entre as restantes estações do ano

(Tabela 4).

A concentração de espermatozóides foi determinada

por contagem directa em hematocitómetro e por foto-

Tabela 3 - Efeito da estação do ano sobre as características seminais de garanhões Lusitanos (n = 5); valores = média ± ep.

Estação do ano

Primavera Verão Outono Inverno

Parâmetro seminal (n = 29) (n =50) (n = 37 (n = 40)

Volume total (mL) 64,6±4,9a 55,2±4,3a 54,8±3,9a 47,5±4,7b

Volume s/gel (mL) 56,8±4,6a 48,4±3,9a 43,6±4,0ab 33,1±3,6b

Concentração, câmara,x106 138,7±16,9a 151,0±16,5a 137,6±15,6a 143,7±16,7a

Concentração, fot., x106 156,7±16,5a 164,9±12,7a 155,6±12,3a 166,3±13,4a

Nº total Spz. x109 6,84±0,72a 6,21±0,60a 5,57±0,64a 3,64±0,31b

Spz vivos col. vital (%) 0,79±0,03a 0,77±0,02a 0,69±0,03a 0,73±0,03a

Total vivos, col. vital x109 5,58±0,66a 4,86±0,48a 4,06±0,49a 2,72±0,25b

Mobil. progressiva (%) 0,42±0,04a 0,50±0,03a 0,50±0,03a 0,51±0,02a

Total Spz móveis, x109 3,05±0,46a 3,61±0,45a 3,14±0,41a 2,0±0,21b

Anomal. morfológicas (%) 30,6±2,2a 37,0±1,8a 38,3±2,4a 33,6±1,9a

Números nas linhas com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P <0,05).

Tabela 4 - Variação sazonal da produção de espermatozóides e das características seminais de ejaculados simples diários (médias de

3 dias) obtidos após recolha de 2 ejaculados com 1 hora de intervalo no dia anterior (valores = média ± sem).

Estação do ano

Parâmetro seminal Primavera Verão Outono Inverno

Volume total (mL) 67,3±5,9 55,4±3,8 69,6±12,5 51,0±6,6

Volume s/gel (mL) 57,9±3,8a 47,4±3,2a 55,8±8,1ab 37,0±5,0b

Concentração, câmara,x106 132,0±24,4 131,7±15,7 91,1±12,0 140,1±26,0

Nº total Spz. x109 6,61±0,67a 6,05±0,73a 4,61±0,62ab 3,92±0,59b

Spz vivos col. vital (%) 0,84±0,01a 0,74±0,03b 0,74±0,03b 0,77±0,02ab

Total vivos, col. vital x109 5,45±0,51a 4,36±0,54a 3,46±0,5b 2,99±0,44b

Mobil. progressiva (%) 0,48±0,06 0,62±0,03 0,54±0,04 0,61±0,03

Total Spz móveis, x109 3,45±0,57ab 3,83±0,53a 2,62±0,43ab 2,49±0,41b

Anomal. morfológicas (%) 36,9±3,9 37,5±2,6 32,5±3,0 31,9±2,8

Tabela 5 - Variação dos valores de concentração de espermatozóides obtidos por fotometria relativamente aos obtidos por contagem

directa (valores = média ± dp).

Concentração (106/mL) n Hematocitómetro Fotometria Significância

<100 103 61,76±22,68 96,18±29,39 P =0,06

100 - 200 75 140,89±26,3 154,7±40,2 NS

200 - 300 27 239,58±26,8 228,55±43,9 NS

>300 21 371,0±58,9 322,95±49,0 P <0,0
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metria em todos os ejaculados, com o objectivo de

avaliar o grau de precisão da contagem por fotometria,

um método de contagem muito mais expedito. Os dois

métodos tiveram uma correlação alta (r = 0,93) mas

foi observado que, comparativamente com a contagem

directa, a contagem por fotometria tendeu a dar valores

mais altos em ejaculados com <100 x 106 espermatozóides

por mililitro e a dar valores significativamente

mais baixos em ejaculados com >300 x 106

espermatozóides por mililitro (Tabela 5).

Discussão

Os parâmetros de comportamento sexual não sofreram

alterações significativas durante o ano, mas foram

tendencialmente melhores no Outono/Inverno do que

na Primavera/Verão, contrariamente ao referido por

Guillaume (1996) que verificou uma atenuação do

comportamento sexual durante o Inverno. Não é fácil

explicar esta discrepância, uma vez que outros autores

têm verificado que é produzida mais testosterona na

Primavera/Verão do que no Outono/Inverno (Johnson

e Thompson, 1983) e que existe uma correlação

positiva entre a produção de testosterona e o comportamento

sexual (Irvine e Alexander, 1991).

As dimensões testiculares dos garanhões estudados

situaram-se dentro dos valores normais para a espécie

(Kavac et al., 2003) mas houve diferenças significativas

de volume testicular e de produção de espermatozóides

entre garanhões individuais, com correlação

positiva e significativa entre os dois parâmetros. A

dimensão testicular e a produção de espermatozóides

sofreram variações sazonais idênticas, embora tenha

havido alguma evidência de que a recuperação do

volume testicular antecedeu o aumento da produção

de espermatozóides que atingiu o nível mínimo em

Janeiro, o que é concordante com o tempo que decorre

desde o início de cada ciclo de espermatogénese até ao

aparecimento dos respectivos espermatozóides no

ejaculado. Estes resultados sugerem que a produção

de espermatozóides tem relação directa com o volume

de parênquima testicular, tal como observado por

outros autores em animais vivos (Love et al., 1991;

Silva et al., 1996) ou em testículos recolhidos em

matadouro (Blanchard et al., 2001). Uma vez que todos

os animais usados neste estudo tinham consistência

testicular normal e que as imagens ecográficas do

parênquima testicular foram uniformes, a estreita correlação

entre o volume testicular e a produção de

espermatozóides permite concluir que, em animais

com estas características testiculares, é possível predizer

a produção aproximada de espermatozóides a

partir do volume testicular. Isso significa que a determinação

da dimensão e da consistência testicular

deveria ser sistematicamente associada à avaliação das

características seminais nos exames de avaliação do

potencial reprodutivo de cada garanhão individual.

Tanto no regime de recolha de 2 ejaculados semanais

com uma hora de intervalo, como no de recolhas

simples diárias após recolha de dois ejaculados com

uma hora de intervalo no dia anterior, não houve diferenças

sazonais na concentração e nas percentagens de

espermatozóides com movimentos progressivos e com

morfologia normal. A variação sazonal destas características

seminais é controversa, tendo alguns autores

observado que a mobilidade e a normalidade

morfológica melhoram no Outono (Janett et al., 2003),

enquanto outros verificaram que ejaculados recolhidos

no Inverno têm percentagens médias de espermatozóides

móveis e com morfologia normal superiores

às registadas em ejaculados recolhidos durante a

estação normal de reprodução (Blottner et al., 2001).

Relativamente a parâmetros seminais quantitativos,

os resultados obtidos neste estudo mostram que existem

diferenças sazonais significativas entre as diferentes

estações do ano. Quer o volume médio total, quer o

volume médio da fracção desprovida de gel diminuíram

progressivamente entre a Primavera e o Inverno.

Este padrão coincide com o observado por Magistrini

et al. (1987) que também registaram ejaculados de

volume máximo na Primavera, mas difere do observado

por outros que registaram volumes máximos no Verão

e mínimos no Inverno (Jasko et al., 1991; Janett et al.,

2003) ou máximos no Verão e mínimos na Primavera

(Picket et al., 1976). Embora a discrepância entre os

resultados deste estudo e os de autores que registaram

volumes máximos no Verão possa resultar de diferenças

na frequência de recolha dos ejaculados, é provável

que as diferenças também possam relacionar-se com o

clima. O clima parece ter influenciado o comportamento

sexual e a proporção de gel nos ejaculados que

foi maior em períodos de melhor comportamento

sexual. Efectivamente os parâmetros de comportamento

foram melhores no Outono/Inverno do que na

Primavera/Verão, o que foi acompanhado pela proporção

de gel nos ejaculados. As alterações sazonais

de comportamento e a proporção de gel nos ejaculados

poderão relacionar-se com a temperatura ambiente

que, em Portugal, é moderada no Outono, Inverno e

Primavera, contrariamente ao que acontece no Verão

quando ocorrem temperaturas que podem ultrapassar

os 40 ºC. A temperatura pode ter também afectado a

espermatogénese, uma vez que houve mais anomalias

morfológicas no Verão e no Outono do que nas outras

estações do ano, embora a diferença não tenha sido

significativa. Não existe informação sobre o efeito de

temperaturas-ambiente altas sobre a função testicular

do garanhão, mas sabe-se que o isolamento térmico

dos testículos durante três ou mais dias induz um

decréscimo progressivo de espermatozóides com

mobilidade e com morfologia normal (Blanchard et al.,

1996) e isso está associado a desnaturação de ADN

nos espermatozóides (Love e Kenney, 1999). Tal como

observado neste estudo também Janett et al. (2003)

referem que a incidência de anomalias morfológicas
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foi máxima no Verão, mas outros autores referem que

a incidência de anomalias morfológicas é maior na

contra-estação do que durante a estação reprodutiva

(Blottner et al., 2001). As diferenças encontradas entre

autores têm que ser analisadas com precaução porque,

contrariamente ao efectuado neste estudo, as observações

normalmente não incluem os mesmos garanhões

durante todo o ano. A variação individual pode ser

grande, tal como observado neste estudo em que

houve garanhões com incidência alta ou com incidência

baixa de anomalias morfológicas ao longo de todo o

ano.

A análise conjunta dos parâmetros seminais qualitativos

e quantitativos permite concluir que ejaculados

colhidos no Inverno são qualitativamente idênticos

mas quantitativamente diferentes dos obtidos nas

restantes estações do ano. O volume dos ejaculados,

que é menor no Inverno, determina que ejaculados

obtidos nesta estação do ano sejam significativamente

diferentes dos colhidos na Primavera e no Verão relativamente

ao número total de espermatozóides, ao

número total de espermatozóides vivos e ao número

de espermatozóides com movimentos progressivos no

ejaculado. Isso significa que parece viável recolher e

conservar sémen durante o Inverno mas que o número

de doses seminais por ejaculado será inferior ao

conseguido com ejaculados colhidos na Primavera ou

no Verão.

Para todos os parâmetros seminais houve uma

grande variabilidade entre garanhões em todas as

estações do ano. A generalidade dos autores reconhece

que esta espécie animal tem grandes variações individuais

das características seminais e da fertilidade

(Magistrini et al., 1987; Samper, 1995; Janett et al.,

2003) mas Sieme et al. (2004) verificaram menor

variabilidade entre garanhões na contra-estação do

que na estação normal de reprodução, o que não foi

observado neste estudo. A diferença pode resultar do

facto de, neste trabalho, ter sido seguido um regime de

colheitas idêntico em todas as estações do ano,

enquanto que os autores antes referidos utilizaram

intervalos regulares de colheitas na contra-estação e

intervalos irregulares durante a estação reprodutiva.

A comparação dos valores de concentração de

espermatozóides obtidos por fotometria com os

obtidos por contagem directa no hematocitómetro foi

idêntica para concentrações entre 100 e 300 milhões

de espermatozóides por mililitro. As leituras registadas

em fotómetro foram tendencialmente superiores

às obtidas por contagem directa no caso de concentrações

inferiores a 100 x 106 espermatozóides por mL

e foram significativamente superiores às registadas

por contagem directa no caso de concentrações

superiores a 300 x 106 espermatozóides por mL. Estas

observações confirmam as de outros autores (Rigby et

al., 2001) que também observaram que a contagem

fotométrica, em comparação com a contagem directa,

tende a sobreavaliar ejaculados muito diluídos e a

subestimar ejaculados muito concentrados. Esta

observação tem grande importância prática, em especial

quando são preparadas doses seminais a partir de

ejaculados pouco concentrados ou com concentrações

de espermatozóides muito altas. Efectivamente, embora

a técnica fotométrica proporcione facilidade e rapidez

de execução, concentrações baixas ou altas devem ser

confirmadas por contagem directa em hematocitómetro.
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Resumo: O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da via

de inseminação artificial sobre o desempenho reprodutivo de

cabras manejadas semi-extensivamente no estado do Piauí.

Foram utilizadas 70 fêmeas caprinas, sem raça definida (SRD),

pluríparas, divididas em três grupos: o G1 (n=21) os animais

foram inseminados uma única vez, por via transcervical, cerca

de 43 horas após a retirada da esponja vaginal; o G2 (n=20)

foram inseminadas, via transcervical 38 horas após a retirada da

esponja e reinseminadas doze horas depois; e o G3 (n=29)

inseminadas uma única vez, por via laparoscópica cerca de

47 horas após a retirada da esponja vaginal. Todos os animais

receberam o mesmo protocolo hormonal de sincronização do

estro composto de esponja intravaginal impregnada com 60mg

de MAP, por um período de onze dias além da aplicação de

200UI de eCG e 50μg de prostaglandina no nono dia. Foi

utilizado sêmen congelado de um mesmo reprodutor. O

diagnóstico da gestação foi feito por meio de ultra-sonografia

aos 21 e 35 dias após a inseminação. A taxa de fertilidade observada

foi de 23,82%, 45,0% e 37,93% para os grupos G1, G2 e

G3, respectivamente. Os índices de prolificidade verificados

foram: G1 (120%), G2 (155%) e G3 (127%). Conclui-se não

haver diferença estatística quanto a fertilidade ou prolificidade

ao se utilizar qualquer uma das vias de inseminação.

Palavras–chave: caprino, reprodução, inseminação artificial

Summary: The current work aims at evaluating the effect of

artificial insemination via upon the reproductive performance

of goats raised in Piaui. 70 female goats with undefined breed

(SRD) were used. The females had more than one parturition

and were divided into three groups: G1 (n=21) inseminated only

once by transcervical route, around 43 hours after the removal

of vaginal sponges; G2 (n=20) inseminated by transcervical

route, around 38 hours after the sponges have been removed and

inseminated again 12 hours later; and G3 (n=29) inseminated

only once, by laparoscopic route, around 47 hours after the

vaginal sponges have been retired. All animals received the

same synchronization hormonal protocol of oestrus, composed

of vaginal sponge impregnated with 60mg of MAP, for a period

of eleven days, and the ministration of 200 UI of eCG and 50 μg

of prostaglandin in day 11. Frozen semen from the same

male was used. The pregnancy diagnosis was done through

ultra-sound in days 21 and 35 after insemination. Fertility rate

was 23.82%, 45.0% e 37.93% for the groups G1, G2 e G3,

respectively. Prolificacy indexes observed were: G1 (120%), G2

(155%) and G3 (127%). It was concluded that there were no

statistical significant differences in fertility or prolificacy in

anyone of the insemination ways used in this experimentation.

Keywords: goat, reproduction, artificial insemination

Introdução

O rebanho caprino brasileiro conta com um efetivo

da ordem de aproximadamente nove milhões de

cabeças, distribuídos quase que totalmente (93%) na

região nordeste. Segundo (Madruga et al., 2005) esse

é considerado pequeno dadas a dimensão territorial e

condições edafoclimáticas favoráveis à espécie.

Esse rebanho caprino brasileiro é composto

basicamente por animais SRD (sem raça definida,

Figura 1-A), os quais são resultado do cruzamento da

raça nativa Crioulo com raças importadas (Santana e

Simplício, 1992). Os rebanhos SRD são caracterizados

pelo baixo peso e reduzida capacidade de produzir

carne e leite, porém apresentam alta resistência às

doenças e ao clima, mesmo quando submetidos a uma

alimentação reduzida (Madruga et al., 2005).

Gonçalves et al. (2001) afirmaram que a I.A. é a

técnica mais importante para o melhoramento genético

de animais, em função do melhor aproveitamento de

reprodutores altamente selecionados. Ainda de acordo

com o mesmo autor a inseminação artificial permite

programar os nascimentos para época desejada época

do ano.

Muitos fatores podem influenciar na eficiência

desta técnica, dentre eles: tipo de sêmen utilizado

(fresco, refrigerado ou congelado), via de inseminação
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utilizada (transcervical ou laparoscópica), local de

deposição do sêmen no aparelho genital feminino

(vagina, cérvice ou útero), número de inseminações,

qualidade do sêmen, tipo de estro (natural ou induzido),

horário de inseminação e habilidade do inseminador

(Evans e Maxuel, 1987; Corteel et al., 1988; Nunes,

2001).

A principal vantagem do sêmen congelado é o

aumento do potencial reprodutivo do reprodutor,

chegando a ser imensurável, segundo Ribeiro (1997).

Segundo Waldron et al. (1999), a recente disponibilidade

de sêmen congelado de bodes nos Estados

Unidos fez com que aumentasse ainda mais o interesse

da inseminação artificial nessa espécie.

O sêmen congelado apresenta limitações de seu uso

em face deste processo comprometer a qualidade,

reduzindo a concentração espermática por dose de

sêmen. Nesse sentido a deposição do sêmen o mais

próximo possível do local de fecundação visa melhorar

o índice de fertilidade.
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Figura 1 - Desenvolvimento das técnicas de inseminação artificial transcervical, laparoscópica, e, diagnóstico da gestação: A – Exemplares de

animais SRD; B Inseminação artificial laparoscópica; C – inseminação laparoscópica; D – sutura das incisões abdominais; E – Diagnóstico de

gestação transabdomional; F – Diagnóstico de gestação (negativo) aos 21 dias após inseminação; F - Diagnóstico de gestação (positivo) aos 35.

A B

C D

E F G

129

Frazão Sobrinho JM et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 127-132

Embora em algumas cabras seja possível a

deposição do sêmen diretamente no útero através da

via transcervical, há animais onde só será possível

mediante o uso da técnica laparoscópica (Chemineau

e Cognié, 1991). Esta técnica é baseada no princípio

de redução do espaço percorrido pelo espermatozóide

desde a deposição no trato genital feminino até o sítio

de fertilização.

A inseminação artificial lapaoroscópica (IAL) vem

surgindo como uma técnica muito avançada, porém

ainda muito pouco utilizada na espécie caprina,

embora já bem difundida em outras espécies tais como

cadela (Silva, 2001), ovelha (Salamon e Maxwell,

2000) e na porca (Krueger e Rath, 2000), sendo

responsável pelo crescente aumento da inseminação

artificial nessas espécies em virtude dos bons resultados

obtidos.

Um dos principais entraves da IAL seria a necessidade

de equipamentos e pessoal especializado (Naqvi

et al., 1998), o que seria fator de restrição ao seu uso

apenas a plantéis selecionados. Outra preocupação

seria com relação ao bem estar animal (Croy et al.,

1999). Nesse sentido, Fialho (2001) estudando a

técnica em égua concluiu não haver desconforto para

o animal.

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a taxa

de prenhez bem como índice de prolificidade de

cabras SRD inseminadas em tempo fixo por via

laparoscópica e transcervical com sêmen congelado

após sincronização do estro por protocolo hormonal.

Material e métodos

O presente estudo foi realizado na fazenda Baixa

Grande, situada no município de José de Freitas,

estado do Piauí, região do "baixo Parnaíba", tendo

coordenadas geográficas de 04º45’21" de latitude sul

e 42º34’33" de longitude oeste de Greenwich. O clima

da região é do tipo quente e seco com duas estações

bem definidas. A estação chuvosa corresponde aos

meses de janeiro a maio e a estação seca de junho a

dezembro. A precipitação média anual é de 1.466 mm

e a temperatura média de 26,8 ºC (Semar-PI, 2005).

A fazenda possui uma área total de 800 HA (oitocentos),

onde são exploradas, além da caprinocultura,

também a bovinocultura de corte e a ovinocultura. O

suporte forrageiro é composto de pastagem nativa

com destaque para o capim agreste (Panicum chapadense,

Swallewn), bem como pastagem cultivada,

composta de capim Tanzânia (Panicum maximum),

capim andropogom (Andropogon gyanus) e capim

tífiton (Cynodo dactilon).

Os animais foram manejados semi-extensivamente,

com acesso a pastagem nativa, capim agreste

(Panicum chapadense, Swallewn), e cultivada, capim

tífiton (Cynodo dactilon) em regime de pastejo

contínuo e fornecimento de sal mineral (FRI-PHOS

Ovicapri. Fri-ribe, Teresina - PI) a vontade.

Apresentavam bom estado nutricional traduzido por

um escore corpóreo variando entre três e quatro de

acordo com a escala utilizada por Ribeiro (1997).

Durante os 30 (trinta) dias que antecederam ao

experimento, os animais foram suplementados com

ração comercial (FRI-Borrego engorda. Fri-ribe,

Teresina - PI) cuja composição era a seguinte: 1,3% de

cálcio, 2,5% de estrato etéreo, 0,3% de fósforo, 10%

de fibra bruta, 12% de minerais, 16% de proteína,

12% de umidade e 70% de NDT. A quantidade

de ração oferecida a cada animal foi estimada na

proporção de 3% seu peso vivo/dia.

Foram utilizadas 70 cabras SRD pluríparas, com

idade média de 3 anos, com escore corpóreo variando

entre 3 e 4, e com período pós-parto superior a 60 dias.

Todos os animais apresentavam-se clinicamente sadios

(Garcia, 1996) e aptos à reprodução (Hafez, 2004).

Distribuiu-se os animais em três grupos experimentais

G1 (21 animais), G2 (20 animais) e

G3 (29 animais) ao acaso. Estes foram identificados

coletivamente através de colar diferente para cada

grupo, e, individualmente, através de brinco auricular

numerado.

Todos os animais foram vermifugados com

levamisol (Ripercol, Fort Dodge Saúde Animal Ltda.

São Paulo - SP), na dosagem de 7,5 mg/kg

(Compêndio Veterinário, 2004) administrado por via

oral aos trinta dias antes de começar o experimento.

Foi utilizado o mesmo protocolo de sincronização

do estro para ambos os grupos, através do uso de

esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de

acetato de medroxiprogesterona (Progespon, Syntex

S.A. Buenos Aires - Argentina), por um período de 11

(onze) dias. No 9º (nono) dia foram administradas, via

I.M., 200 UI de eCG (novormon, Syntex S.A. Buenos

Aires - Argentina) e 50 μg de prostaglandina (Prolise,

Tecnopec. São Paulo - SP).

Utilizou-se sêmen de um mesmo reprodutor,

congelado com TRIS-Gema conforme descrito por

Machado e Simplício (1992), e com uma motilidade

de aproximadamente 40% após descongelamento.

No grupo G1 (n=21), os animais foram inseminados

uma única vez, por via transcervical (figura 1-B) cerca

de 43 horas após a retirada das esponjas. No grupo G2

(n=20), procedeu-se duas inseminações por via

transcervical, sendo a primeira cerca de 38 horas após

a retirada das esponjas e a segunda doze horas após. Já

o grupo G3 (n = 29) recebeu uma única inseminação

por via laparoscópica cerca de 47 horas após a retirada

das esponjas.

O procedimento de inseminação transcervical se

deu tal como descrito por Santos et al. (1999),

ilustrado nas figuras 1-C e 1-D: o animal, devidamente

contido, era colocado com o trem posterior

suspenso; com uso de especulo e aplicador de sêmen

próprios, a cérvice era localizada e o sêmen depositado

o mais profundamente possível.

No grupo G3 (inseminação laparoscópica), os

animais foram submetidos a jejum de 24 horas. Após

ter sido realizada a tricotomia do local, foram anestesiados

com a administração simultânea, por via IV,

de Cloridrato de Xilazina – 0,1 mg/kg (Dorcipec,

Valée, São Paulo - SP) e Ketamina – 15 mg/kg

(Dopalen. Vetbrands Saúde Animal. Paulínia - SP). As

cabras foram contidas, em mesa cirúrgica própria, na

posição dorso-oblícuo, formando um ângulo de 45°

permanecendo com a porção caudal suspensa.

Para inseminação, foi utilizado um laparoscópio Set

Karl Storz (H. Strattner e Cia Ltda. Rio de Janeiro -

RJ). As fêmeas a ser inseminadas foram submetidas a

punção por dois trocartes, três a quatro centímetros

lateralmente à linha média, cinco a sete centímetros

cranialmente ao úbere como mostra a Figura 1-C 2. O

trocarter esquerdo foi utilizado para insuflação de gás

e penetração do endoscópio. Pelo trocarter direito foi

introduzida, inicialmente, a pinça manipuladora de

útero, e, em seguida a pipeta contendo o sêmen,

através da qual procedeu-se a punção na curvatura

maior e porção medial de cada corno conforme

recomendaram (Killen e Caffery, 1982; Luz et al.,

2000). Para inoculação do sêmen utilizou-se um

aplicador universal de 5 mm de diâmetro adaptado a

uma agulha descartável 13x3,8. Finalmente, o local

das punções foi suturado em ponto simples com fio

nylon 0,25 (Figura 1-D) e aplicado ungüento cicatrizante

(Ungüento veterinário, Valée. São Paulo - SP).

Os diagnósticos de gestação foram realizado aos 21

e 35 dias após a inseminação artificial, por meio de

exames ultrassonográficos com equipamento PIE

MEDICAL VET, utilizando transdutor transabdominal

de 3,5 Mhz (Figura 1-E 4). A contagem dos produtos

nascidos foi feita por simples observação logo após os

partos.

O experimento foi desenvolvido em delineamento

inteiramente casualizado. A análise estatística da taxa

de prenhez foi realizada pelo teste do qui-quadrado

(2) a uma probabilidade de erro de 5% (p<0,05). A

análise de variância foi utilizada para determinar as

diferenças de prolificidade entre os tratamentos.

Resultados e discussão

Com relação à fertilidade não foram observadas

diferenças significativas (P>0,05) entre os três grupos

(G1 = 23,81%; G2 = 45,00%; G3 = 34,48%), embora

haja uma diferença aparente conforme ilustram a

Tabela 1 e o Gráfico 1.

Os resultados encontrados são inferiores aos

descritos por Machado e Simplício (1988); Ferrari et

al. (1998), os quais encontraram taxas de fertilidade

que varia de 31 a 46%, porém superiores aos encontrados

por Nascimento (2004).

Uma das justificativas para a taxa de prenhez aqui

encontrada pode ser atribuída à época do ano na qual

foi realizado o experimento (setembro a dezembro)

visto que os animais tinham como base da alimentação

a pastagem nativa e nesta época há uma menor

disponibilidade de alimento. Segundo Mani et al.

(1994), a deficiência na nutrição propicia a mortalidade

embrionária, influenciando negativamente a taxa

de prenhez.

O fato de inseminação artificial ter sido realizada

em tempo fixo também é outro fator a ser considerado.

Segundo Silva e Nunes (1984) citado por Machado e

Simplício (2001), a ovulação pode ocorrer a partir das

37 até 64 horas após a retirada da esponja vaginal.

Esta amplitude elevada dificulta a pré-fixação do

horário de inseminação. A bibliografia é muito

conflitante a cerca do assunto. Silva e Nunes (1984)
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Tabela 1 - Taxas de prenhez em cabras SRD de acordo com a

técnica de inseminação utilizada, José de Freitas – PI, 2005.

Prenhezes

Tratamentos Aos 21 dias Aos 35 dias

1/21a 5/21a

G1

(4,76%) (23,82%)

2/20a 9/20a

G2

(10,0%) (45,0%)

3/29a 11/29a

G3

(10,34%) (37,93%)

Valores seguidos da mesma letra, na mesma coluna, não diferem

estatisticamente entre si (P> 0,05) pelo teste _2.

Gráfico 1 - Taxas de prenhez em cabras SRD de acordo com a técnica

de inseminação utilizada.

Tabela 2 - Índice de prolificidade em cabras SRD de acordo

com a técnica de inseminação utilizada, José de Freitas – PI,

2005.

Nº de Cabras Nº de Cabritos

Tratamentos prenhes aos Nascidos Prolificidade

35 dias

1,2

G1 5,0 6,0

(120%)

1,55

G2 9,0 14

(155%)

1,27

G3 11 14

(127%)
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recomendaram inseminar após as 37 horas da retirada

da esponja vaginal; Baril et al. (1992) recomendaram

que a inseminação seja realizada entre 43 e 45 horas

após a remoção da esponja; já Ritar et al. (1990)

encontraram os melhores resultados quando as inseminações

foram realizadas 55 horas depois da retirada

da esponja.

Machado e Simplício (2001) apontaram como

alternativa para melhorar os índices de fertilidade, a

observação visual dos sinais de estro, realizando a

inseminação 12 a 15 horas após o início do estro;

entretanto, considera-se inviável, para realização da

inseminação laparoscópica visto que se trata de um

procedimento cirúrgico e como tal deve ser realizado

de maneira a torná-lo o mais inócuo possível. A

realização desta de maneira intercalada, de acordo

com a manifestação de estro dos animais, tornaria

a mais dispendiosa e aumentariam os riscos de

contaminação.

O diagnóstico da gestação realizado aos 21 dias

mostrou-se menos eficiente uma vez que apresentou

resultados falso-negativos (Figura 1-F) ao ser

confirmado aos 35 dias (Figura 1-G). Estes dados

corroboram com os descritos por Kahn et al. (1990) e

conflitam com os estudos de Soto et al. (1999) e Vieira

(2003). O primeiro autor considera este método de

diagnóstico seguro somente a partir dos 35 dias ao

passo que o segundo considera-o como sendo 100%

confiável a partir dos 21 dias de gestação. Já Vieira

(2001), conseguiu evidenciar a vesícula embrionária

em cabras aos 14 dias de gestação, fazendo uso do

transdutor trasabdominal.

Uma justificativa para os resultados observados

pode ser o a técnica utilizada visto que Freitas e

Simplício (2001) indicaram o uso do transdutor

transabdominal somente entre os 25 e 35 dias de

gestação. Tanto os trabalhos de Soto et al. (1999)

e Vieira (2001) foram realizados fazendo uso do

transdutor transretal.

No tocante à prolificidade, os resultados

encontrados neste experimento foram inferiores aos

descritos por Ritar et al. (1990) e semelhantes aos

descritos por Machado e Simplício (2001). Os

primeiros autores encontraram prolificidade variando

entre 1,75 e 1,89 de acordo com o horário de inseminação;

e os segundos conseguiram índices de 1,3 ao

utilizarem protocolo de sincronização semelhante ao

utilizado neste experimento.

Conclusões

Os resultados observados permitem concluir que a

taxa de prenhez, bem como o índice de prolificidade

de cabras SRD inseminadas com sêmen congelado

não diferem, estatisticamente, de acordo com a técnica

de inseminação utilizada. Os índices encontrados após

inseminação transcervical em duas aplicações são

considerados bons, mediante o uso de sêmen congelado.

Nas condições que foi realizado o trabalho, a

inseminação artificial laparoscópica não se mostrou

vantajosa em relação à técnica transcervical.
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Summary: The nutritional quality of intramuscular fat of

Carnalentejana-PDO beef, evaluated in longissimus dorsi (LD,

relatively red) and semitendinosus (ST, relatively white)

muscles, from young bulls slaughtered in early autumn and late

spring was assessed in order to determine seasonal variations.

The results showed that no important seasonal differences were

apparent for Carnalentejana-PDO beef, except for total lipids

and total cholesterol. In contrast, LD and ST muscles had significant

differences for most of the analysed parameters. The

data suggest that beef-PDO has intermediate values (between

meat from grain-fed and pasture-fed cattle) for total lipids, total

CLA, -carotene and n-6/n-3 ratio, which can be explained by

the mixed feeding system of Alentejano young bulls. From a

nutritional point of view, Carnalentejana-PDO might have a

similar health value throughout the year, although the n-6/n-3

index seems to be always above the recommended values for

human diet (1-2). In addition, the PUFA/SFA ratio seems to be

above the recommended guideline for human diet (0.45) in ST

muscle (favourable) but below that guideline in LD muscle.

Keywords: Carnalentejana-PDO, meat quality, fatty acids,

CLA, cholesterol, tocopherols, -carotene

Resumo: A qualidade nutricional da gordura intramuscular da

Carnalentejana-DOP, analisada nos músculos longissimus dorsi

(LD, relativamente vermelho) e semitendinosus (ST, relativamente

branco), obtida a partir de novilhos abatidos no Outono e

na Primavera foi avaliada de modo a determinar variações

sazonais. Os resultados mostraram que não existem diferenças

sazonais importantes para a Carnalentejana-DOP, excepto para

os lípidos totais e o colesterol total. Contrariamente, os músculos

LD e ST apresentaram diferenças significativas para a maioria

dos parâmetros analisados. Os dados sugerem que a

Carnalentejana-DOP apresenta valores intermédios (entre os da

carne obtida de bovinos em pastagem e os alimentados a concentrado)

para os lípidos totais, CLA total, -caroteno e para a

razão n-6/n-3, o que pode ser atribuído ao sistema de produção

semi-extensivo dos novilhos Alentejanos. Do ponto de vista

nutricional, a Carnalentejana-DOP parece apresentar um valor

nutricional semelhante ao longo de todo o ano, embora o índice

n-6/n-3 pareça ser sempre superior ao valor recomendado para

a dieta humana (1-2). Para além disso, o índice PUFA/SFA

parece ser superior ao valor recomendado para a dieta humana

(0,45) no músculo ST (favorável) mas inferior a essa recomendação

no músculo LD.

Palavras-chave: Carnalentejana-DOP, qualidade da carne,

ácidos gordos, CLA, colesterol, tocoferóis, -caroteno

Abbreviations: CHR cholesterol; CLA conjugated linoleic

acid; DAD diode array detector; FAME fatty acid methyl esters;

FID flame ionization detector; LD longissimus dorsi; MUFA

monounsaturated fatty acids; PDO Protected Designation of

Origin; PUFA polyunsaturated fatty acids; SFA saturated fatty

acids; ST semitendinosus; TFA trans fatty acids

Introduction

Fatty acid composition (Wood et al., 2004), cholesterol

and antioxidant levels (Prates et al., 2006) in

meat have received an increased interest considering

their implications for human health and product quality.

It is well established that the lower polyunsaturated

fatty acids to saturated fatty acids (PUFA/SFA) and

higher n-6/n-3 ratios presented by most meats are a

major cause for the imbalance on fatty acid intake of

today's consumers (Wood et al., 2004). Recently,

research was focused on a minor group of fatty acids

that are characteristic of ruminant fat, named conjugated

linoleic acid (CLA) (Prates and Mateus, 2002).

The CLA acronym refers to a heterogeneous group of

positional and geometric isomers of linoleic acid

(18:2n-6), in which the double bonds are conjugated

(from positions 6-8 to 13-15). Total cholesterol and

lipid-soluble antioxidant vitamins (tocopherols and

ß-carotene) could also provide valuable information

related to meat quality and safety. In fact, meat supplies

from one third to one half (Chizzolini et al.,
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1999) of the maximum daily-recommended cholesterol

intake (300 mg, World Health Organization),

which high levels in typical Western diets have been

considered as major risk factors of cardiovascular

diseases (Ganji et al., 2003). In addition, it is generally

accepted that, apart from microbial spoilage, lipid

oxidation is the primary cause of quality deterioration

in muscle foods (Monahan, 2000). D--, D--, D--

and D--Tocopherols, are the natural compounds with

vitamin E activity, which is the primary lipid-soluble

antioxidant in biological systems (Kerry et al., 2000).

-Carotene, a pro-vitamin A compound, is the predominant

carotenoid in meat and meat products

(Mortensen and Skibsted, 2000).

In Portugal, meat from autochthonous bovine

breeds, reared in traditional production systems, has

been progressively reintroduced in Portuguese diets as

a result of its putative high intrinsic quality (Costa et

al., 2003) and of public perception of BSE and

chemical residue safety (Rodrigues et al., 1998).

Meats with Protected Designation of Origin (PDO),

derived from local production systems and animal

breeds, are certified by European Union legislation

and are expected to present unique quality and

organoleptic characteristics, especially associated

with the specific properties of its lipid fraction

(Council Regulation nº2081/92 of 14/7, EEC). One

such example is Carnalentejana-PDO beef, which is

obtained from Alentejana purebred young bulls

produced in a traditional production semi-extensive

system in Alentejo region (south of Portugal) according

to the product specifications (extensive grazing

system based on natural pastures of Montado with

finishing on concentrate feeds during 3 to 6 months).

In spite of being the most important commercial

Portuguese meat-PDO (991 carcass tons in 2003)

(Instituto do Desenvolvimento Rural e Hidráulica,

2003), there are no detailed reports on the lipid composition

of Carnalentejana-PDO beef. Moreover, little

work has been carried out to assess seasonal changes

in beef CLA. Thus, the goal of this work was to

evaluate the nutritional quality of intramuscular fat in

Portuguese Carnalentejana-PDO beef, in two distinct

slaughter seasons (early autumn and late spring).

Material and methods

Animals and meat samples

Alentejana purebred young bulls (n=30) were reared

in a semi-extensive system, following the Carnalentejana-

PDO beef specifications (Commission

Regulation nº1107/96 of 12/06, EC). The animals

were raised, in different representative private farms,

under an extensive grazing system based on natural

pastures under holm and cork oak, which is usually

referred as Montado. The young bulls were finished

on concentrate feeds (Table 1) in the last 5 or 3

months, before slaughter in Regional Abattoir of Alto

Alentejo (Sousel) in October 2002 (early autumn sampling)

or June 2003 (late spring sampling), respectively.

Animals slaughtered in October had been exposed to a

period of grass abundance (late winter and early-middle

spring) and finished on concentrate since May

(n=15; mean ± standard error of age and carcass

weight were 21±0.7 months and 347±18 kg), while

young bulls slaughtered in June had been exposed to

the less abundant late winter grass and finished on

concentrate since March (n=15; 20±0.6 months and

359±8 kg).

Meat samples were taken from the ribeye portion

(T1-T3) of longissimus dorsi (LD) and distal region of

semitendinosus (ST) muscles of young bulls.

Comparing with ST muscle, LD muscle is relatively

red and differently involved in the physical activity

imposed by grazing (Vestergaard et al., 2000a). All

meat samples were collected 2-3 days after slaughter

(+1 ºC), minced on a food processor (3 5 s), vacuum

packed and stored at -80 ºC until required for analysis.

Table 1 - Chemical (g/kg dry matter) and fatty acid (% sum of

fatty acids) composition of the concentrate from Alentejana

purebred bullocks reared according to Carnalentejana-PDO

specifications.

Chemical composition Fatty acids

Crude protein 128 14:0 3.8

Total fat 30 16:0 13.4

Crude fibre 65 18:0 2.2

Ashes 90 18:1 22.5

18:2n-6 52.7

18:3n-3 2.7

Lipid extraction and methylation

Intramuscular fat was extracted from lyophilised

meat, three times with methylene chloride-methanol

(4:1 v/v) and a fourth extraction performed with

n-hexane, as described by Fritsche et al. (2000). Fatty

acids were converted to methyl esters (FAME) by

base-catalysed transesterification, in order to avoid

isomerisation of CLA isomers, with sodium methoxide

(0.5 M solution in anhydrous methanol) during 2

hours at 30 C, as proposed by Kramer et al. (2002).

The same FAME solution was analysed for both fatty

acid composition and CLA content, enabling the

direct comparison of quantitative data and eliminating

differences in sample preparation. Total lipids were

measured gravimetrically, in duplicate, by weighting

the fatty residue obtained after solvent evaporation.

Determination of fatty acid composition

Gas chromatography analyses of FAME were performed

with an Agilent 6890 Series II gas chromatograph

(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA,

USA) fitted with a flame ionization detector (FID).

The FAME were separated on a SPTM-2560 fused-silica
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capillary column (100 m 0.25 mm i.d., 0.2 mm film

thickness, Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA) using a

split/splitless injection system and helium as carrier

gas at a flow rate of 1.5 ml/min. After injection (1 l),

the column temperature was held at 75 C for 2 min

and then increased to 180 C at 5 C/min. The

temperature was kept at 180 C for 33 min, followed

by an increase of 4 C/min to 225 C and, finally,

adjusted at 225 C for 44 min. The detector and injection

temperatures were set at 250 C (Fritsche et al.,

2000). Quantification of FAME was based on the

internal standard technique, using nonadecanoic acid

(19:0) as internal standard, and on the conversion of

relative peak areas into weight percentages, using the

corrected response factor of each fatty acid (EN ISO

5508, 1990).

Determination of total CLA

The methyl esters of CLA isomers were determined

by triple column silver-ion in series (ChromSpher 5

Lipids, 250 mm 4.6 mm i.d., 5 m particle size,

Chrompack, Bridgewater, NJ, USA), using an HPLC

system (Agilent 1100 Series, Agilent Technologies

Inc., Palo Alto, CA, USA) equipped with autosampler

and diode array detector (DAD) adjusted at 233 nm.

The mobile phase was 0.1% acetonitrile in n-hexane

maintained at a flow rate of 1 ml/min and injection

volumes of 20 l were used (Fritsche et al., 2000).

Total CLA (sum of individual CLA isomers) content

in meat was determined based on the external standard

technique and on the method of area normalization

(AOAC 963.22, 2000).

Determination of cholesterol, tocopherols and

-carotene

Meat samples used for total cholesterol and lipidsoluble

antioxidant vitamins (tocopherols and

-carotene) analysis were submitted to a direct saponification

and to an extraction in a single step with

n-hexane, according to the procedure described by

Prates et al. (2006). The simultaneous analysis of cholesterol,

tocopherols and -carotene in meat was performed

using a normal-phase silica column (Zorbax

RX-Sil with the corresponding 12.5 mm analytical

guard column, 4.6 mm ID 250 mm, 5 m particle

size, Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA,

U.S.A.), with fluorescence detection for tocopherols

(excitation wavelength of 295 nm and emission wavelength

of 325 nm) and UV-visible DAD detection for

cholesterol (202 nm) and -carotene (450 nm) in

series. The solvent (1% v/v isopropanol in n-hexane)

flow rate was 1 ml/min, the run last for 17 min and the

temperature of the column oven was adjusted at

+20 C. The volumes injected varied between 20 and

100 l in order to obtain values compatible with the

linearity range of the standard curves. The contents of

total cholesterol, tocopherols and -carotene in meat

were calculated, in duplicate, based on the external

standard technique.

Statistical analysis

The data were analysed using the MIXED procedure

of SAS (2004), considering the animal within slaughter

season group as subject and the muscle type as repeated

measures. The model considers as fixed effects the

slaughter season (beef-PDO from early autumn and

beef-PDO from late spring), the muscle type (LD and

ST) and the interaction between animal group and

muscle type.

Results and discussion

Intramuscular fatty acid composition and total

CLA content

Data referring to the total lipids (mg/g muscle) and

partial sums of intramuscular fatty acids (weight %)

(detailed information on fatty acid composition

published in Alfaia et al., 2006), including total CLA

(mg/g muscle), in Carnalentejana-PDO beef, obtained

at early autumn and late spring seasons, are presented

in Table 2. Total lipid content was higher (P<0.01) in

beef-PDO from autumn relative to that from spring,

which can be explained by the longest finishing

period on concentrate of the autumn-slaughtered

young bulls (5 vs. 3 months). In addition, the LD

muscle had greater (P<0.001) contents of total lipids

relative to the ST muscle. Beef-PDO exhibited values

of total lipids (1.5-2.2% and 1.1-1.3% for LD and ST

muscles, respectively) between those reported for the

meat from extensively (lower) and intensively (1.4-

2.7% and 1.1-1.8% for LD and ST muscles, respectively)

produced bulls (Vestergaard et al., 2000b). The

difference in total lipids in the two muscles likely

results from variations in fibre type composition. It is

well known that the lipid content is higher in red

oxidative muscle fibres (Enser et al., 1998) and that

the LD muscle (25.5%-31.0% of type I fibres) of

cattle is relatively red in comparison with the ST

muscle (16.9%-22.1% of type I fibres) (Vestergaard et

al., 2000a). However, according to the Food Advisory

Committee (1990) criteria (<5% fat), Carnalentejana-

-PDO beef may be considered a lean meat.

As expected, the predominant partial sums of fatty

acids in fat from both muscle types were SFA (36.3-

41.8%) and monounsaturated fatty acids (MUFA;

36.9%-41.9%). Similar results were reported by many

other authors in beef (e.g. Raes et al., 2004; Realini et

al., 2004; Varela et al., 2004). In addition, no seasonal

changes (P>0.05) in Carnalentejana-PDO beef were

observed for SFA, MUFA, trans fatty acids (TFA) and

n-3 PUFA. The small effect of slaughter season on

meat fatty acids probably results from the relatively

long finishing period that may attenuate the expected

Alfaia CMM et al. RPCV (2007) 102 (561-562) 133-139

136

differences resulting from pasture seasonal variations.

In fact, young bulls grazing on the more abundant pastures

(late winter and early-middle spring grass) were

finished on concentrate during 5 months (slaughtered

in October), while the animals exposed to the less

abundant pastures (late winter grass) were finished on

concentrate only during 3 months (slaughtered in June).

Muscle type had a significant effect in SFA

(P<0.001), MUFA (P<0.001), PUFA (P<0.001), n-6

PUFA (P<0.001) and n-3 PUFA (P<0.01). The LD

muscle, relative to ST muscle, presented higher relative

proportions of SFA and MUFA but lower percentages

of PUFA, n-6 PUFA and n-3 PUFA. Since PUFA

are much more abundant in the phospholipid fraction

than in triacylglycerol fraction (Wood et al., 2004),

these differences in the partial sums of fatty acids may

reflect distinct triacylglycerol/phospholipid ratios

between muscles, as a consequence of the different fat

levels. Interactions (P<0.05) between the slaughter

season and muscle type were observed for the percentages

of PUFA, n-6 PUFA and total CLA. These

interactions may result from the different finishing

periods on concentrate in autumn and spring-slaughtered

young bulls, since the adaptation from the extensive

grazing to the more confined finishing period on

concentrate may induce changes in muscle metabolism

(Klont et al., 1998). Vestergaard et al. (2000b)

reported that type I fibres were more represented in

extensively than intensively reared bulls (31.0% vs.

25.5% and 22.1% vs. 16.9% for LD and ST muscles,

respectively).

Total CLA in LD muscle from autumn (0.100 mg/g

muscle) was higher than in LD muscle from spring

and ST muscle from both seasons, which presented

similar values (0.042-0.066 mg/g muscle). It was

recently reported, by Realini et al. (2004), that LD fat

from grazing-based production systems had greater

CLA contents (5.3 mg/g fat) than that obtained from

concentrate-based production systems (2.5 mg/g fat).

The values of specific CLA contents observed in this

work (3.2-4.8 mg/g fat) are within the range reported

by those authors.

Autumn Spring Significance level

LD ST LD ST SEM Season Muscle SM

Total lipids 21.9 13.1 14.8 11.2 1.483 ** *** ns

Partial sums

SFA 41.8 37.1 38.7 36.3 0.907 ns *** ns

MUFA 40.6 36.9 41.9 40.6 1.487 ns *** ns

TFA 3.61 3.02 3.20 3.13 0.249 ns ns ns

PUFA 13.2a 22.4b 15.8a 19.5b 1.995 ns *** *

n-6 11.9a 19.6b,c 14.6a,c 17.9b 1.765 ns *** *

n-3 1.33 2.81 1.16 1.64 0.344 ns ** ns

18:2 CLA 0.100a 0.042b 0.066b 0.054b 0.011 ns ** *

Ratios

n-6/n-3 11.4 10.0 13.7 11.5 1.264 ns * ns

PUFA/SFA 0.32a 0.63b 0.42a 0.56b 0.066 ns *** *

CLA/SFA+CHR 0.016 0.017 0.019 0.024 0.0031 ns ns ns

Significance: ns, P>0.05; *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; means in the same row with different superscripts are significantly different (P<0.05);

SEM, standard error of mean; SM interaction between slaughter season (S) and muscle type (M); SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated

fatty acids; TFA, trans fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; CLA/SFA+CHR, conjugated linoleic acid and saturated fatty acids plus cholesterol

ratio [(total CLA)/(sum of SFA and cholesterol), each expressed in mg/g muscle].

Table 2 - Total lipids (mg/g muscle), partial sums of fatty acids (% w/w), including total CLA (mg/g muscle), and nutritional ratios

of fat in different muscles (longissimus dorsi, LD, and semitendinosus, ST) of Carnalentejana-PDO beef from bullocks slaughtered

in early autumn and late spring.

Table 3 - Total cholesterol (mg/g muscle), and lipid-soluble antioxidant vitamins (g/g muscle) in different muscles (longissimus

dorsi, LD, and semitendinosus, ST) of Carnalentejana-PDO beef from bullocks slaughtered in early autumn and late spring.

Autumn Spring Significance level

LD ST LD ST SEM Season Muscle SM

Total cholesterol 0.45 0.39 0.39 0.35 0.007 *** *** ns

-Tocopherol 2.26 1.94 2.09 1.38 0.274 ns *** ns

-Tocopherol 0.19 0.16 0.17 0.13 0.011 ns *** ns

-Carotene 0.04a 0.02b 0.09c 0.05a,b 0.008 ** *** *

Significance: ns, P>0.05; *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; means in the same row with different superscripts are significantly different (P<0.05);

SEM, standard error of mean; SM interaction between slaughter season (S) and muscle type (M).
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Contents of cholesterol and lipid-soluble

antioxidant vitamins in beef

Data on total cholesterol (mg/g muscle), tocopherols

(g/g muscle) and -carotene (g/g muscle) in

different muscles of Carnalentejana-PDO beef,

obtained at early autumn and late spring seasons, are

shown on Table 3. Carnalentejana-PDO beef from

autumn had higher contents (P<0.001) of total cholesterol

than that from spring. In addition, LD muscle

exhibited a greater content (P<0.001) of total cholesterol

relative to the ST muscle. We found lower values

of total cholesterol (0.35-0.45 mg/g) than those

reviewed by Chizzolini et al. (1999) for beef (0.47-

0.57 mg/g). According to those authors, variations in

fibre type composition might result in differences in

cholesterol content in different muscles. This hypothesis

results from the observation that oxidative fibres

are richer in phospholipids than glycolytic fibres and

that there is a direct correlation between the content of

phospholipids and cholesterol, which is mainly (60-

80%) present in the membrane component of the

bovine muscle (Hoelscher et al., 1988). Our results are

in agreement with this hypothesis since LD muscle,

which is relatively red (see above), had higher values

of cholesterol when compared with the ST muscle.

Values for - and -tocopherols, the last one being

present in small amounts, did not show significant differences

(P>0.05) when the slaughter season was

compared. The LD muscle had higher (P<0.001)

- and -tocopherols contents relative to the ST muscle.

The prevalence of -tocopherol in meat is well

known and is due to the more than tenfold preference

of the tocopherol-binding protein for -tocopherol,

relatively to -tocopherol, which is the most common

vitamin E homologue in plant foods (Decker et al.,

2000). The levels of -tocopherol in Carnalentejana-

PDO beef (1.38-2.26 g/g) were similar to the values

reported for meat derived from grain-fed cattle (1.8-

2.4 g/g) and lower than those reported for meats

originated on pasture-fed cattle (4.4-5.8 g/g) (Yang

et al., 2002).

A significant interaction (P<0.05) between slaughter

season and muscle type was observed for -carotene.

As described above, this interaction may result from

modifications of muscle metabolic types, which are

associated with differences in lipid composition that

might result from adaptations to the confinement or

extensive grazing. The values of -carotene in the

Carnalentejana-PDO beef (0.02-0.09 g/g) are

between those described for -carotene in meat from

grain-fed cattle (0.01-0.03 g/g) and those from cattle

grazed on a good green pasture (0.09-0.22 g/g)

(Yang et al., 2002), reflecting the finishing period

based on concentrate feeds of the production system.

Nutritional value of beef fat

In order to evaluate the nutritional value of intramuscular

fat of Carnalentejana-PDO beef, n-6/n-3,

PUFA/SFA and the reciprocal proportions of SFA plus

total cholesterol (CHR) vs. total CLA (CLA/SFA+CHR

ratio; see detailed definition in Table 2) were calculated

for the different muscle types and slaughter seasons

(Table 2). Current nutritional recommendations are

that the n-6/n-3 ratio should be between 1 and 2

(National Institute of Health of USA, quoted by

Simopoulos, 2002) and the PUFA/SFA ratio in human

diet should be above 0.45 (British Department of

Health, 1994). No seasonal changes (P>0.05) in beef-

PDO were observed for n-6/n-3 ratio, although LD

muscle had higher values (P<0.05) than the ST muscle.

Notwithstanding the fact that n-6/n-3 ratios (10.0-

13.7) are higher than the recommended values for a

healthy human diet, these values are lower, and so

more favourable, than those obtained by our group

(Alfaia et al., 2006) for Portuguese beef from concentrate-

fed young bulls (16.7-20.2), as well as by Enser

et al. (1998) for British meat from concentrate-fed cattle

(15.6-20.1). In addition, n-6/n-3 ratios obtained by

Enser et al. (1998) for meat from grass-fed bulls (2.0-

2.3), which are very close to the guidelines for human

nutrition, are lower than our values for meat from

Alentejana purebred young bulls. Our intermediate n-

6/n-3 ratio in Carnalentejana-PDO beef may be

explained by the mixed feeding system of Alentejano

young bulls. In fact, it is well known that the use of

cereals (rich in n-6 PUFA; see Table 1) in concentrates

shifts the meat fatty acid composition to an increased

ratio of n-6/n-3 when compared with animals produced

on pasture (Nuernberg et al., 2002; Raes et al.,

2004).

A significant interaction (P<0.05) between the

slaughter season and muscle type was observed for the

PUFA/SFA ratio, reflecting the patterns observed for

the partial sums of fatty acids. This ratio was higher in

ST muscle (0.63 for autumn and 0.56 for spring), values

that are above the guideline recommended for the

human diet, and so favourable, than the LD muscle

(0.32 for autumn and 0.42 for spring), which exhibited

figures below that guideline.

It was proposed that the CLA/SFA+CHR ratio

might explain the association between the intake of

beef fat and colon cancer (Eynard and Lopez, 2003).

Interestingly, lean beef (<5% of intramuscular fat),

showing a high CLA/SFA+CHR proportion (0.09),

has a protective effect against colon cancer, whereas

fatty beef derivatives (37% fat), with low

CLA/SFA+CHR proportions (0.007), is associated

with a higher cancer risk. There were no seasonal or

muscle type effects (P>0.05) on CLA/SFA+CHR proportion

(0.016-0.024). Therefore, the data suggest

that, attending to the risk of colon cancer,

Carnalentejana-PDO beef display the same risk when
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originated in both slaughter seasons. Moreover,

although beef-PDO from spring depicted lower values

for total cholesterol, which is more desirable, the overall

biological effects of total CLA, total cholesterol

and SFA contents seem to be similar throughout the

year.

Conclusions

No important seasonal variations in Carnalentejana-

-PDO beef were apparent for most of the analysed

parameters, although total lipids, total cholesterol and

total CLA (only for LD muscle) were higher in beef

from early autumn. In contrast, a muscle type effect

was observed for most of the analysed parameters. The

data indicate that beef-PDO has intermediate values

(between meat from grain-fed and pasture-fed cattle)

for total lipids, total CLA, _-carotene and n-6/n-3

ratio, which can be explained by the semi-extensive

production system of Alentejano young bulls. From a

nutritional point of view, Carnalentejana-PDO seems

to display a similar health value throughout the year.

However, the n-6/n-3 index seems to be always above

the recommended values for the human diet. In addition,

the results suggest that the PUFA/SFA ratio is

consistently above the recommended guideline for

human diets in ST muscle (relatively white), and so

favourable, but below that guideline in LD muscle

(relatively red). Taken together, the data indicate that

the finishing period of Alentejana purebred young

bulls with cereal-rich concentrate (3-5 months)

attenuates most of the beneficial grass effects on the

nutritional characteristics of meat fat.
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Resumo: A legislação sobre a utilização de aditivos, actualmente

em vigor, permite a adição de conservantes no fabrico de

alguns produtos de salsicharia fresca, não contemplando, no

entanto, a salsicha fresca. Assim, neste estudo, pretendeu-se

mostrar que a inclusão de sulfito de sódio na massa de salsicha

fresca, não alterando as suas características organolépticas,

permite aumentar o prazo de validade do produto. Concluiu-se

que a adição de sulfito de sódio na dose de 450 mg/kg, expresso

em SO2, pode permitir estabelecer o prazo de validade da salsicha

fresca em 5 dias, o que constitui uma mais valia importante quer

para o circuito comercial, quer para o consumidor.

Summary: Food additives legislation, includes the addiction of

preservatives in some fresh sausages, but not in Portuguese

fresh sausage. In this study we intend to prove that the inclusion

of sodium sulfite in Portuguese fresh sausage, maintaining the

own sensorial characteristics, allowed to the improvement of the

shelf life. We conclude that the addiction of sodium sulfite in

the level of 450 mg/kg, express in SO2, can allow establishing

the shelf life of fresh sausage in 5 days, which is an important

income both to the commercial circuit and to the consumer.

Introdução

Salsicha fresca, por definição, é um enchido cru, de

massa granulosa, constituído por carne e gordura frescas

de porco, adicionadas de condimentos e aditivos (NP

723 de 1989). É um produto genuinamente português,

muito apreciado pelos consumidores, que a confeccionam

frita, grelhada, mas também num prato típico,

salsichas com couve lombarda, no qual as salsichas

são envolvidas em folhas de couve lombarda e assim

estufadas.

Segundo a Norma Portuguesa 723 (1989), os ingredientes

essenciais consistem em carne de porco magra

ou entremeada, gordura de porco, água potável (gelo),

sal refinado e especiarias, e os invólucros utilizados

são a tripa natural de ovino. Facultativamente, pode

utilizar-se sangue ou plasma fresco, em quantidade

não superior a 2% do total da matéria-prima, e alguns

aditivos autorizados pela legislação em vigor (Decreto-

-Lei nº 121/98 de 8 de Maio).

Pelas suas características, desde o fabrico até ao

consumo, a salsicha fresca deverá estar permanentemente

submetida à acção do frio, a temperaturas entre

0 ºC e 5 ºC, para o produto refrigerado, e iguais ou

inferiores a -18 ºC, quando congelado. No entanto, o

consumidor manifesta uma preferência notória pelo

produto em refrigeração, o qual tem um período de

validade, aconselhado, de 48 horas.

Com o advento da moderna distribuição, em que os

produtos alimentares são concentrados em plataformas

centralizadas e depois distribuídos pelos vários

locais de retalho, uma validade de 48 horas constitui

um obstáculo difícil de transpor.

Julgou-se, então, conveniente, encontrar um processo

que, sem alterar as características do produto nem

defraudar as expectativas do consumidor, permitisse o

alargamento do período de vida útil da salsicha fresca.

De acordo com o Decreto-Lei nº 121/98 de 8 de

Maio, transposição para o direito interno das

Directivas nos. 95/2/CE e 96/85/CE de 20 de Fevereiro

e de 19 de Dezembro, respectivamente, sobre a utilização

de aditivos alimentares, o dióxido de enxofre e

os sulfitos podem ser utilizados na dose de 450 mg/kg,

expresso em SO2, em alguns produtos cárneos, que

não a salsicha fresca, nomeadamente Longaniza fresca

e Botifarra fresca, produtos da salsicharia espanhola,

idênticos à salsicha fresca quer do ponto de vista

tecnológico quer de apresentação. A adição destes

conservantes, faz com que o prazo de vida útil dos

produtos possa aumentar substancialmente.

Com base nos resultados obtidos em ensaios

preliminares (Ferreira et al., 2001, 2001a), propusemo-

nos neste trabalho, avaliar se a adição de sulfito de

sódio na massa da salsicha fresca, na dose permitida

pelo referido Decreto-Lei para os produtos afins, não

alterando as características próprias, permitiria obter

um produto de melhor qualidade microbiológica e,

consequentemente, tornar possível o aumento do prazo

de validade comercial.
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Material e métodos

Nos ensaios de fabrico de salsicha fresca, utilizámos

como ingrediente principal aparas de carne de porco

("trimmings"), obtidas durante as operações de desmancha

das carcaças e de imediato classificadas e

armazenadas em refrigeração.

Para o estudo da qualidade higiénica das aparas,

foram efectuadas colheitas de amostras em três tempos

distintos – após a obtenção (Tempo 0), com 2 dias de

armazenamento a 4 ºC (Tempo 1) e com 4 dias de

armazenamento a 4 ºC (Tempo 2). As análises microbiológicas

incluíram a contagem de aeróbios totais a

30 ºC (NP 4405 de 2002), coliformes a 30 ºC (NP

3788 de 1990), Escherichia coli (NP 4396 de 2002) e

Staphylococcus coagulase positiva (NP 4400-2 de

2002), por grama, e a pesquisa de esporos de

clostrídeos sulfito-redutores (NP 2262 de 1986) em

1 grama e Salmonella spp. (NP 870 de 1988) e

Listeria monocytogenes (Norma EN ISO 11290-1 de

1996) em 25 gramas.

Efectuaram-se dois lotes de salsicha fresca com a

mesma formulação base, sendo que a um deles se

adicionou sulfito de sódio e ao outro não.

A formulação incluiu as aparas de carne correspondentes

à análise respectiva do Tempo 0, água, sal refinado

e especiarias, e anti-oxidantes. A um dos lotes

adicionou-se, ainda, o sulfito de sódio.

Passaram-se as aparas na picadora; dispersaram-se

os condimentos e os aditivos na água gelada e

adicionaram-se à carne na misturadora. Utilizou-se

tripa fresca de carneiro para o enchimento das

salsichas, as quais se individualizaram por torção e se

embalaram em couvettes com película termorretráctil.

Refrigeraram-se de seguida a temperaturas entre

0-4 ºC.

Formaram-se 3 grupos, um proveniente do lote

fabricado sem sulfito e dois do lote a que se adicionou

o sulfito de sódio, procedendo-se à respectiva análise

microbiológica em tempos predeterminados.

Ao Grupo I, salsicha fresca sem adição de sulfito de

sódio, realizaram-se análises 48 horas após o fabrico;

aos Grupos II e III, salsicha fresca com adição de

sulfito de sódio, realizaram-se as análises às 48 horas

e aos 5 dias após o fabrico, respectivamente.

As análises microbiológicas incluíram a contagem

de aeróbios totais a 30 ºC, coliformes a 30 ºC,

Escherichia coli e Staphylococcus coagulase positiva,

por grama, e a pesquisa de esporos de clostrídeos

sulfito-redutores em 1 grama e Salmonella spp. e

Listeria monocytogenes em 25 gramas, segundo as

técnicas descritas nas Normas respectivas, referidas

anteriormente.

Resultados

Como se pode observar pela análise da Tabela 1, o

teor microbiano das aparas de carne, revela, desde o

Tempo 0, valores elevados de microrganismos

aeróbios totais a 30 ºC e de coliformes a 30 ºC. Estes

valores evoluem no tempo, durante o período do

ensaio.

Tabela 1 - Análise microbiológica da carne de porco destinada ao fabrico de salsicha fresca. Valores referentes à média dos

resultados obtidos em 10 ensaios

Aparas de carne ("trimmings") (n=10)

Tempo de análise Tempo 0* Tempo 1** Tempo 2***

Aeróbios Totais a 30 ºC (UFC/g) 1,2 x 106 9,2 x 106 1,7 x 108

Coliformes a 30 ºC (UFC/g) 9,3 x 104 8,9 x 104 5,8 x 105

Escherichia coli (UFC/g) 8,1 x 102 1,8 x 103 8,3 x 103

Staphylococcus coagulase + (UFC/g) 5,2 x 103 8,8 x 103 3,2 x 103

Pesquisa de esporos de Cl. sulfito redutores em 1 g Negativo Negativo Negativo

Pesquisa de Salmonella em 25 g Negativo Negativo Negativo

Pesquisa de Listeria monocytogenes em 25 g Positivo Positivo Positivo

*T0, dia da desmancha; ** 48 horas após T0; *** 96 horas após T0.

Tabela 2 - Análise microbiológica de salsicha fresca sem e com a adição de sulfito de sódio. Valores referentes à média dos resultados

obtidos em 10 ensaios

Lotes de amostras Sem sulfito de sódio Com sulfito de sódio

Dias de análise Dia 2 (n=10) Dia 2 (n=10) Dia 5 (n=10)

Aeróbios Totais a 30 ºC (UFC/g) 4,5 x 106 3,8 x 105 2,7 x 105

Coliformes a 30 ºC (UFC/g) 1,6 x 102 1,1 x 102 6,8 x 102

Escherichia coli (UFC/g) 3,1 x 102 1,0 x 10 1,0 x 10

Staphylococcus coagulase + (UFC/g) 5,2 x 102 1,7 x 102 5,8 x 102

Pesquisa de esporos de Cl. sulfito redutores em 1 g Negativo Negativo Negativo

Pesquisa de Salmonella em 25 g Negativo Negativo Negativo

Pesquisa de Listeria monocytogenes em 25 g Positivo Positivo Positivo
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Pela observação da Tabela 2, verifica-se que a

adição de sulfito de sódio na formulação da salsicha

fresca, parece influenciar os valores microbiológicos

do produto. Assim, às 48 horas após o fabrico, as

amostras com sulfito mostravam, comparativamente

com as outras sem sulfito, um teor microbiano total

de 3,8 x 105 UFC/g contra 4,5 x 106 UFC/G, ou seja,

inferior, em média, de 1 ciclo logarítmico. Após 5 dias

de armazenamento nas mesmas condições, as

salsichas não revelam evolução no teor microbiano

(2,7 x 105 UFC/g).

Discussão

As análises microbiológicas efectuadas às aparas de

carne confirmam não só que se trata de um produto de

baixa qualidade higiénica, com contagens totais de

1,2 x 106 UFC/g logo após terem sido retiradas da

carcaça, mas também que a sua conservabilidade em

refrigeração tem grandes limitações, como se pode

verificar pelos resultados obtidos ao 4º dia (Tempo 2),

com valores da ordem das 108 UFC/g, o que revela um

produto já em franco estado de alteração (Tândler,

1992).

Os resultados obtidos nas análises microbiológicas

das salsichas, parecem indicar que a acção do sulfito

de sódio se traduziu na redução de cerca de 1 ciclo

logarítmico no teor microbiano total, e que o mesmo

se manteve estável durante os 5 dias em estudo.

Não tendo sido um dos objectivos iniciais do trabalho,

constatou-se, que em todos os ensaios a pesquisa de

Listeria monocytogenes em 25 gramas de produto foi

positiva, o que comprova a ubiquidade deste microrganismo,

bem como revela que o sulfito de sódio não

teve qualquer efeito inibidor sobre a bactéria. No

entanto, a salsicha fresca é um produto destinado a ser

consumido após tratamento culinário que, se aplicado

conforme o esperado, garantidamente destrói o

microrganismo. Parece-nos pois, que ainda que não

previsto especificamente no Regulamento (CE)

nº 2073/2005, faria algum sentido que, à semelhança

dos alimentos colocados na categoria 1.2. do mesmo

Regulamento, os critérios microbiológicos aplicáveis

à salsicha fresca fossem em três classes, considerando

o produto aceitável com um teor de, até, 100 UFC/g,

com n=5 e c=0, uma vez que se trata de alimentos

susceptíveis de permitir o crescimento de Listeria

monocytogenes, se colocados no mercado durante o

seu período de vida útil.

Conclusões

De acordo com os resultados obtidos, a adição de

sulfito à massa de salsicha fresca, parece permitir

aumentar para 5 dias o prazo de vida útil deste produto,

que nas actuais circunstâncias não ultrapassa as 48

horas, o que é um factor grandemente limitante à sua

comercialização nos moldes actuais.

Nos ensaios realizados, confirmou-se, pois, que a

utilização de sulfito na salsicha fresca pode ser tecnologicamente

justificável, e dá suporte ao pressuposto

de que as directivas comunitárias legislam sobre

grupos de produtos tecnologicamente semelhantes e

não sobre entidades individuais.
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Resumo: Foram isoladas várias colónias bacterianas provenientes

de amostras de queijo em duas fases de maturação (3 e

45 dias) inoculadas nos meios de cultura de de Man, Rogosa e

Sharpe Agar (MRSA), M17 Agar, Canamicina Esculina Azida

Agar (KA3), APT Agar e Dextrose Triptona Agar (DTA). Com

base nas suas características culturais, morfológicas e bioquímicas

foram identificados os diferentes géneros de bactérias lácticas

(BAL).

Uma pequena percentagem (13,96%) dos isolados revelou não

ser BAL. O meio KA3 permitiu o crescimento quase exclusivo

de Enterococcus. No meio MRSA, além de Lactobacillus,

cresceram também Enterococcus e algumas não BAL, provenientes

principalmente de amostras com 3 dias de maturação. O

meio M17, onde cresceu a maior parte de Lactococcus provenientes,

principalmente, de queijos com 3 dias de maturação, foi

também aquele que permitiu o crescimento de maior número de

não BAL. O meio DTA foi o que revelou menor selectividade,

permitindo o crescimento de vários géneros de BAL provenientes

das diferentes amostras, podendo a sua selectividade ser

alterada por diferentes condições de incubação, como a temperatura.

O meio APT, moderadamente selectivo, permitiu a

proliferação de Enterococcus e de Lactobacillus em números

apreciáveis.

Dos diferentes meios avaliados, o meio KA3 foi o mais eficaz

no isolamento de Enterococcus. O meio MRSA, mesmo

permitindo o crescimento de algumas não BAL, foi útil para o

isolamento de Lactobacillus. Apesar de o meio M17 ter consentido

o crescimento de muitas não BAL, revelou-se o mais eficaz

para o isolamento de Lactococcus.

Summary: Cheese samples from two stages of maturation

(3 and 45 days) were inoculated in five different culture media,

namely, de Man, Rogosa & Sharpe Agar (MRSA), M17 Agar,

Kanamycin Aesculine Azide Agar (KA3), APT and Dextrose

Tryptone Agar (DTA). Several colonies were identified according

to their cultural, morphological and biochemical characteristic

features, to discriminate different genus of lactic acid bacteria

(LAB).

A small percentage (13.96%) of isolated colonies were non-

-LAB. In KA3 medium, Enterococcus was found exclusively. In

MRSA medium, besides Lactobacillus, Enterococcus and some

non-LAB were also found, mainly among colonies isolated from

3 days cheese. The highest number of Lactococcus, mainly

those collected from 3 days cheeses, and non-LAB strains were

recovered from M17 medium. DTA medium was the less selective,

allowing the growth of several LAB genera isolated from

different samples. However, its selective capacity could be

improved using different incubation conditions, like temperature.

APT medium, weakly selective, allowed the growth of

Enterococcus and Lactobacillus in high numbers.

We may conclude that KA3 medium was the most efficient

regarding Enterococcus isolation. MRSA medium, in spite of

allowing the growth of some non-LAB, was useful for the

isolation of Lactobacillus. M17 medium, regardless the growth

of many non-LAB, showed to be the best of the tested media for

the isolation of Lactococcus.

Introdução

É possível conhecermos os microrganismos presentes

em diferentes habitats simulando, no laboratório, as

condições em que se desenvolvem naturalmente. As

suas necessidades nutricionais são asseguradas pela

utilização de meios de cultura e o crescimento microbiano

é facilitado pelas condições ambientais que lhes

são proporcionadas, nomeadamente, temperatura

e tensão de oxigénio. Para se poder distinguir os diferentes

microrganismos presentes em populações

mistas, são usados meios de cultura selectivos que

promovem o crescimento de determinados microrganismos,

inibindo o de outros, e que são incubados sob

as condições de temperatura e disponibilidade de

oxigénio mais vantajosas para os microrganismos em

causa.

A flora láctica é constituída por um grupo heterogéneo

de bactérias, com diferentes necessidades fisiológicas,

que inclui espécies pertencentes a vários

géneros, entre os quais, Enterococcus, Lactococcus,

Pediococcus, Leuconostoc, Weissella e Lactobacillus.

Têm em comum serem Gram positivas, catalase negativas,

não esporuladas, anaeróbias facultativas, adaptadas

a ambientes ricos em nutrientes e produzirem
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ácido láctico como principal produto da fermentação

dos glúcidos (Axelsson, 1993).

Devido às suas diversas exigências nutricionais,

para detectar, isolar e identificar os diferentes géneros

que constituem este grupo microbiano, têm sido usados

variados meios de cultura que, geralmente, são

ricos em nutrientes, possibilitando o crescimento de

uma grande variedade de microrganismos. Este aspecto

é especialmente evidente quando são inoculadas

amostras muito contaminadas, verificando-se o crescimento

de outros microrganismos que não são bactérias

lácticas.

A utilização de inibidores nos meios de cultura nem

sempre é suficientemente eficaz para impedir o

crescimento de bactérias não lácticas. Por outro lado,

as bactérias lácticas podem não ser todas elas tolerantes

aos inibidores utilizados nos meios de cultura. Assim,

torna-se, por vezes, difícil avaliar a composição da

flora láctica de um alimento e detectar os diferentes

microrganismos presentes, utilizando quer meios de

cultura quer condições de incubação selectivos.

Assumindo que não existe um método único que

satisfaça completamente todos os requisitos

necessários para o isolamento, caracterização e identificação

de microrganismos (Domig et al., 2003), foi

objectivo deste trabalho comparar a selectividade de

diferentes meios de cultura utilizados no estudo da

composição da flora láctica presente no queijo de

Évora.

Material e métodos

Foram recolhidas amostras de queijo com 3 e 45

dias de maturação, em triplicado, em três dias consecutivos

e transportadas para o laboratório imediatamente

após colheita, em ambiente refrigerado.

De cada amostra, retiraram-se 10 g da massa do

queijo que foram homogeneizados com 90 ml de

Solução de Ringer a 1/4 (Oxoid). A partir destas suspensões

fizeram-se as diluições decimais sucessivas

consideradas necessárias, também em Solução de

Ringer a 1/4 (Oxoid).

Foi feita a sementeira por incorporação, em quadriplicado,

de cada uma das três diluições escolhidas, em

Canamicina Esculina Azida Agar (KA3) (Oxoid) para

crescimento de Enterococcus; em de Man, Rogosa e

Sharpe Agar (MRSA) (Oxoid) para crescimento de

lactobacilos; em APT Agar (Difco) para crescimento

de lactobacilos heterofermentativos e outros microrganismos

exigentes; em M17 Agar (Oxoid), para

crescimento de Lactococcus; em Dextrose Triptona

Agar (DTA) (Oxoid) para crescimento de microrganismos

termófilos e mesófilos de origem alimentar.

Neste último foram, ainda, inoculadas mais três placas

por diluição (DTA-F), destinadas a incubação a temperatura

de refrigeração.

De cada meio inoculado e de cada diluição foram

incubadas três placas em condições de aerobiose e

uma placa foi incubada em jarra de anaerobiose

(Merck Mikrobiologie) com sistema de anaerobiose

AnaerocultA (Merck Mikrobiologie). As placas com

meio DTA-F apenas foram incubadas em condições de

aerobiose.

Após um período de incubação de 48 horas a 30 ºC

para todos os meios, excepto para o meio KA3 que foi

incubado a 37 ºC e o meio DTA-F que foi incubado a

10 ºC durante 7 dias, foi feita a contagem das unidades

formadoras de colónias (ufc).

De todos os meios semeados foram repicados 1% ou

10% das colónias de cada placa cuja contagem era,

respectivamente, superior a 100 ufc ou inferior ou

igual a 100 ufc, para caldo de MRS e para MRSA e

incubadas a 30 ºC durante 24 horas ou, caso não fosse

observado crescimento, durante 48 horas.

A partir de todas as culturas que cresceram em caldo

MRS foram feitos esfregaços corados pelo método de

Gram. Todas as culturas que cresceram em MRSA

foram sujeitas à prova da catalase (por aplicação de

peróxido de hidrogénio a 30 volumes sobre uma

colónia colocada numa lâmina de microscopia). As

que se encontravam em cultura pura e eram Gram

positivas e catalase negativas foram semeadas em

caldo de MRS com 50% de glicerol (v/v) e, após

incubação a 30ºC durante 24 horas, foram congeladas

para análise posterior.

Após descongelação, foram apreciadas as seguintes

características: tipo fermentativo (crescimento em

caldo de MRS, com tubo de Durham invertido, a 30 ºC

durante 48 horas), crescimento a 10 ºC durante 7 dias

e a 45 ºC durante 48 horas; tolerância ao sal (crescimento

em caldo de MRS com 6,5% de NaCl); grupo

serológico [através de Streptococcal Grouping Kit

(Oxoid)]; isómero do ácido láctico produzido a partir

de glucose (por determinação enzimática utilizando

D-Lactic acid/L-Lactic acid (Boehringer Mannheim),

segundo o procedimento indicado pelo fabricante, em

caldo de MRS sem acetato de sódio).

A identificação das bactérias lácticas presentes foi

feita com base nas chaves de classificação de Garvie

(1986a; b); Kandler e Weiss (1986); Mundt (1986);

Schleifer (1987); Devriese et al. (1991), (1993);

Axelsson (1993); Collins et al. (1993) e Holt et al.

(1994).

Resultados e discussão

A partir dos diferentes meios de cultura utilizados

foram isoladas 666 estirpes microbianas. Assumindo

que, entre outras características, as bactérias lácticas

são microrganismos Gram positivos, catalase negativos

e não esporulados, constatámos que 93 estirpes

(13,96%) não eram bactérias lácticas, sendo a maior

parte proveniente de queijos com 3 dias de maturação

(77 estirpes, ou seja, 21,57% das estirpes isoladas)
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(Quadro 1). Entre as estirpes não lácticas predominavam

as bactérias Gram negativas que, provavelmente, encontraram

nos queijos com 3 dias de maturação, condições

mais favoráveis ao seu desenvolvimento do que em

queijos com 45 dias de maturação.

Quadro 1 - Classificação das colónias isoladas de queijos com

3 e 45 dias de maturação

3 dias 45 dias Total

Isoladas 357 309 666

Bactérias

não lácticas 77 (21,57%) 16 (5,18%) 93 (13,96%)

Bactérias

lácticas 280 (78,43%) 293 (94,82%) 573 (86,04%)

Os Quadros 2 e 3 mostram o número de microrganismos

isolados, utilizando diferentes meios de cultura

e em condições de aerobiose e de anaerobiose, respectivamente.

Verificamos que o meio KA3 foi, de todos os meios

utilizados, o que permitiu o crescimento quase exclusivo

de bactérias lácticas (96,2% e 95,8% em aerobiose

e em anaerobiose, respectivamente). Este meio

de cultura contém, como principais agentes selectivos,

o antibiótico canamicina associado a azida de sódio.

Quase todas as bactérias lácticas são resistentes à

canamicina (Mathur e Singh, 2005), nomeadamente

Enterococcus spp (Franz et al., 1999) e Lactobacillus

spp (Danielsen e Wind, 2003) e, portanto, conseguem

sobreviver em meios onde está presente este antibiótico.

Por outro lado, a principal acção da azida de sódio

consiste na inibição de alguns sistemas enzimáticos de

transporte de electrões como a catalase e a citocromo

c oxidase (Domig et al., 2003). Sendo característica

das bactérias lácticas a ausência destes sistemas

(Axelsson, 1993), o seu crescimento não é afectado

pela presença, nos meios de cultura, destes compostos

que conseguem ser eficazes na eliminação de muitas

bactérias aeróbias.

O meio MRSA também mostrou alguma eficácia

inibindo outros tipos de microrganismos, que não

sejam bactérias lácticas (Quadro 2 e 3). O citrato de

amónio e o acetato de sódio presentes neste meio de

cultura inibem o desenvolvimento da maior parte dos

contaminantes. Como foi demonstrado por Lee et al.

(2002), estes dois sais de ácidos orgânicos têm actividades

antibacterianas diferentes, verificando-se que o

Quadro 2 - Distribuição das estirpes isoladas pelos diferentes meios de cultura, em condições de aerobiose, provenientes de queijos

com 3 e 45 dias de maturação (nº e percentagem de colónias)

aerobiose KA3 MRSA APT M17 DTA DTA-F

Isoladas 105 99 111 91 120 34

Não BAL 4 10 16 24 20 4

3,8% 10% 14,4% 26,4% 16,7% 11,8%

BAL 101 89 95 67 100 30

96,2% 90% 85,6% 73,6% 83,3% 88,2%

Fase de maturação 3 45 3 45 3 45 3 45 3 45 3 45

dias dias dias dias dias dias dias dias dias dias dias dias

Isoladas 70 35 50 49 51 60 37 54 81 39 19 15

Não BAL 3 1 8 2 11 5 19 5 19 1 3 1

4,3% 2,9% 16,0% 4,0% 21,6% 8,3% 51,4% 9,3% 23,5% 2,6% 15,8% 6,7%

BAL 67 34 42 47 40 55 18 49 62 38 16 14

95,7% 97,1% 84% 96% 78,4% 91,7% 48,6% 90,7% 76,5% 97,4% 84,2% 93,3%

BAL Bactérias lácticas; KA3 Canamicina esculina azida de sódio Agar; MRSA De Man, Rogosa e Sharpe Agar; DTA Dextrose Triptona Agar;

DTA-F Dextrose Triptona Agar incubado a 10 ºC durante 7 dias.

Quadro 3 - Distribuição das estirpes isoladas pelos diferentes meios de cultura, em condições de anaerobiose, provenientes de

queijos com 3 e 45 dias de maturação (nº e percentagem de colónias)

anaerobiose KA3 MRSA APT M17 DTA

Isoladas 24 19 17 26 20

Não BAL 1 2 3 6 3

4,2% 10,5% 17,6% 23% 15%

BAL 23 17 14 20 17

95,8% 89,5% 82,4% 77% 85%

Fase maturação 3 45 3 45 3 45 3 45 3 45

dias dias dias dias dias dias dias dias dias dias

Isoladas 9 15 10 9 10 7 12 14 8 12

Não BAL 1 0 2 0 3 0 5 1 3 0

11,1% 20% 30% 41,7% 7,1% 37,5%

BAL 8 15 8 9 7 7 7 13 5 12

88,9% 100% 80% 100% 70% 100% 58,3% 92,9% 62,5% 100%

BAL Bactérias Lácticas; KA3 Canamicina, esculina, azida de sódio Agar; MRSA De Man, Rogosa e Sharpe Agar; DTA Dextrose Triptona Agar;

DTA-F Dextrose Triptona Agar incubado a 10 ºC durante 7 dias.
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citrato afecta predominantemente os microrganismos

Gram positivos enquanto que o acetato atinge principalmente

os Gram negativos.

Por outro lado, o meio M17 foi aquele em que

cresceu uma percentagem mais baixa de bactérias

lácticas, quer em aerobiose (73,6%) quer em anaerobiose

(77%), observando-se que os outros meios de

cultura revelaram uma selectividade intermédia, relativamente

ao crescimento deste grupo bacteriano.

Vários autores (Poullet et al., 1993; Tornadijo et al.,

1995; Freitas et al., 1996) consideram o meio M17

moderadamente selectivo, permitindo o crescimento

de outras bactérias, que não apenas as lácticas,

provavelmente em consequência da sua riqueza em

nutrientes e da ausência de substâncias inibidoras.

Pela observação do Quadro 2, podemos verificar

que se formou um menor número de colónias quando

o meio DTA foi incubado à temperatura de 10 ºC

(DTA-F), comparando com o mesmo meio submetido

à temperatura de incubação de 30 ºC. Sendo um meio

de cultura indicado para o crescimento de microrganismos

mesófilos e termófilos, verificámos que a

temperatura de incubação pode ter exercido algum

efeito selectivo relativamente à flora contaminante que

poderá estar presente nestas amostras, na medida em

que a percentagem de BAL que cresceu em DTA-F

(88,2%) foi superior à que cresceu no meio DTA

(83,3%).

Nos meios DTA e APT proliferou uma percentagem

relativamente elevada de bactérias não lácticas isoladas

de amostras de queijo com 3 dias de maturação,

quer em aerobiose quer em anaerobiose, traduzindo a

menor selectividade destes meios em comparação

com os meios KA3 e MRSA.

As 573 estirpes de bactérias lácticas isoladas, provenientes

de amostras de queijo com 3 e 45 dias de maturação

(280 e 293 estirpes, respectivamente), foram

avaliadas com a intenção de as classificar quanto ao

género. O Quadro 4 mostra a sua distribuição por

alguns dos diferentes géneros que constituem este

grupo microbiano.

Não foi possível classificar 67 estirpes (11,7%). Das

restantes 506 estirpes (247 de amostras de queijo com

3 dias de maturação e 259 de amostras de queijo com

45 dias de maturação), a maior parte (400 estirpes

correspondendo a 69,8% das bactérias lácticas isoladas)

foi classificada como pertencente ao género

Enterococcus (Quadro 4). Esta classificação teve

como critério o facto de se tratarem de cocos Gram

positivos, não esporulados, catalase negativos,

homofermentativos, produzirem predominantemente

ácido L-láctico, com capacidade de crescimento a

10 ºC, 45 ºC e a 6,5% de NaCl e pertencerem ao

grupo D de Lancefield (Mundt, 1986; Axelsson, 1993;

Devriese et al., 1993; Holt et al., 1994; Leclerc et al.,

1996; Cogan et al., 1997; Flahaut et al., 1997)

O segundo género mais abundante foi Lactobacillus

(69 estirpes), sendo 30 estirpes (10,7%) isoladas de

amostras de queijo com 3 dias de maturação e 39

(13,3%) originárias de queijos com 45 dias de maturação.

São bacilos Gram positivos, não esporulados,

catalase negativos e imóveis e com grande variabilidade

metabólica (Kandler e Weiss 1986; Schleifer,

1987; Gürakan et al., 1995; Gancel et al., 1997).

Seguiram-se Lactococcus sp. (16 estirpes, sendo 13

(4,6%) provenientes de queijos com 3 dias de maturação

e 3 (1%) oriundas de queijos com 45 dias de

maturação), que são cocos Gram positivos, catalase

negativos, homofermentativos, produtores de ácido

L-láctico, com crescimento a 10 ºC mas não a 45 ºC,

nem em presença de 6,5% de NaCl (Mundt, 1986;

Schleifer, 1987; Axelsson, 1993; Holt et al., 1994).

Relativamente aos outros três géneros incluídos no

grupo das bactérias lácticas, Pediococcus,

Leuconostoc e Weissella, a sua expressão foi reduzida

em ambas as fases de maturação consideradas (cerca

de 1,2% para cada género) (Quadro 4).

A principal característica do género Pediococcus é a

sua formação em tétradas, pares ou cadeias curtas.

Além disso, são cocos Gram positivos, catalase negativos,

homofermentativos, produtores de ácido DL- ou

L-láctico, com temperaturas de crescimento óptimas

entre 25 ºC e 40 ºC, podendo algumas espécies crescer

a 10 ºC ou a 45 ºC (Garvie, 1986a; Bhowmik e Marth,

1990; Axelsson, 1993; Holt et al., 1994).

O género Leuconostoc é constituído por microrganismos

Gram positivos, de forma cocoide irregular,

heterofermentativos, que produzem predominantemente

ácido D-láctico a partir da glucose, crescem a

10 ºC mas não a 45 ºC e não hidrolisam a arginina

Quadro 4 - Distribuição por géneros das estirpes de bactérias lácticas isoladas de queijos, nas duas fases de maturação consideradas

(3 e 45 dias). (nº e percentagem de colónias)

Géneros Queijo com 3 dias de maturação Queijo com 45 dias de maturação Total

Isoladas 280 293 573

Identificadas 247 (88,2%) 259 (88,4%) 506 (88,3%)

Enterococcus 194 (69,3%) 206 (70,3%) 400 (69,8%)

Lactobacillus 30 (10,7%) 39 (13,3%) 69 (12%)

Lactococcus 13 (4,6%) 3 (1,0%) 16 (2,8%)

Pediococcus 3 (1,1%) 4 (1,4%) 7 (1,25%)

Leuconostoc 3 (1,1%) 4 (1,4%) 7 (1,25%)

Weissella 4 (1,4%) 3 (1,0%) 7 (1,2%)
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(Garvie, 1986b; Axelsson, 1993; Holt et al., 1994;

Thunell, 1995).

O género Weissella é constituído por microrganismos

Gram positivos, catalase negativos, de forma cocoide ou

de bacilo pequeno, com extremidades arredondadas,

simples, em pares ou formando pequenas cadeias,

heterofermentativos, geralmente produtores de ácido

DL-láctico (excepto W. paramesenteroides e W. hellenica,

que produzem ácido D-láctico) com crescimento a

10 ºC mas não a 45 ºC (Collins et al., 1993).

Os Quadros 5 e 6 mostram a frequência com que os

vários géneros de bactérias lácticas provenientes de

queijos com 3 e 45 dias de maturação, respectivamente,

foram isolados a partir dos diferentes meios de

cultura utilizados.

O género Enterococcus foi isolado a partir de todos

os meios de cultura utilizados e em todas as condições

de incubação (aerobiose e anaerobiose), devido não só à

sua abundância nas amostras analisadas, mas também

pelo facto de nenhum destes meios se mostrar totalmente

selectivo relativamente a estes microrganismos,

tal como foi constatado por Poullet et al. (1993),

Tornadijo et al. (1995) e López-Diaz et al. (2000).

Por outro lado, o meio KA3 é considerado como

bastante selectivo, permitindo, quase exclusivamente,

o crescimento de enterococos e inibindo o desenvolvimento

de bactérias Gram negativas e de algumas bactérias

lácticas, incluindo os lactobacilos (Benkerroum

et al., 1993; Tornadijo et al., 1995; Flahaut et al.,

1997; López-Diaz et al., 2000). No entanto, Weiss et

al. (2005) verificaram que este meio permite também

o crescimento de algumas estirpes de lactobacilos e de

pediococos, propondo a utilização de um meio de

Bílis Esculina Azida (BEA) para o controlo oficial dos

enterococos probióticos autorizados como aditivos

alimentares.

O género Lactobacillus foi predominantemente

isolado a partir do meio MRSA, quer em condições de

aerobiose quer em anaerobiose, embora também tenha

sido frequente o seu isolamento a partir do meio APT,

principalmente em amostras com 45 dias de maturação

(Quadro 6). Apesar do meio MRSA ter sido

Quadro 5 - Distribuição dos diferentes géneros de bactérias lácticas provenientes de queijos com 3 dias de maturação, pelos

diferentes meios de cultura utilizados para o seu isolamento

Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Pediococcus Leuconostoc Weissella N I Total

MRSA 24 15 1 2 40

M17 10 6 1 1 2 20

KA3 53 14 67

DTA 47 2 2 2 2 1 6 62

APT 30 6 4 40

DTA-F 12 1 1 2 16

MRSA-A 1 5 2 8

M17-A 1 4 1 1 7

KA3-A 7 1 8

APT-A 5 1 1 7

DTA-A 4 1 5

TOTAL 194 30 13 3 3 4 33 280

MRSA De Man, Rogosa e Sharpe Agar; KA3 Canamicina Esculina Azida de Sódio Agar;

DTA Dextrose Triptona Agar; DTA-F Dextrose Triptona Agar incubado a 10 ºC durante 7 dias; NI Não Identificadas. O sufixo–A significa que os

respectivos meios foram incubados em condições de anaerobiose.

Quadro 6 - Distribuição dos diferentes géneros de bactérias lácticas provenientes de queijos com 45 dias de maturação, pelos

diferentes meios de cultura utilizados para o seu isolamento

Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Pediococcus Leuconostoc Weissella N I Total

MRSA 25 14 2 6 47

M17 38 4 1 1 6 50

KA3 31 3 34

DTA 32 2 1 3 38

APT 33 13 1 8 55

DTA-F 6 1 1 1 2 3 14

MRSA-A 6 2 1 9

M17-A 7 1 2 2 12

KA3-A 15 15

APT-A 4 1 2 7

DTA-A 9 1 2 12

TOTAL 206 39 3 4 4 3 34 293

MRSA De Man, Rogosa e Sharpe Agar; KA3 Canamicina Esculina Azida de Sódio Agar;

DTA Dextrose Triptona Agar; DTA-F Dextrose Triptona Agar incubado a 10 ºC durante 7 dias; NI Não Identificadas. O sufixo-A significa que foram

incubadas em condições de anaerobiose.
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desenhado com o intuito de facilitar o crescimento de

Lactobacillus spp (de Man et al., 1960) e ainda actualmente

ser considerado como especialmente adequado

ao crescimento de Lactobacillus (Thamaraj e Shah,

2003), o meio APT também pode ser usado para o isolamento

de lactobacilos, nomeadamente lactobacilos

heterofermentativos e outros requerendo elevados

teores de tiamina (BD, 2003).

Provavelmente, a enorme variabilidade metabólica

que caracteriza as diferentes espécies pertencentes ao

género Lactobacillus permite o seu crescimento em

diversos substratos. Birollo et al. (2000), comparando

a adequação de três meios de cultura, MRSA, M17

Agar e Skim Milk Agar, para contagens de bactérias

lácticas presentes em iogurte concluíram que as contagens

obtidas em MRSA eram significativamente

inferiores às obtidas em Skim Milk Agar, sugerindo a

utilização deste meio em vez de MRSA e M-17. Tal

como refere Roy (2001), relativamente às bifidobactérias,

não existe um meio padrão para a detecção

destes microrganismos, sendo preferível a utilização

de substratos que satisfaçam as necessidades da maior

parte dos microrganismos que se sabe estarem

presentes. Por outro lado, também deve ser considerada

a origem das estirpes isoladas (Domig et al., 2003)

pelo que com o mesmo meio de cultura podemos obter

resultados variáveis dependendo do alimento analisado.

O género Lactococcus, proveniente principalmente

de amostras de queijo com 3 dias de maturação, foi

isolado a partir do meio M17, considerado o mais

apropriado para o isolamento de bactérias pertencentes

a este género (Tornadijo et al., 1995; Corroller

et al., 1998; Lopez Diaz et al., 2000), provavelmente

devido à sua riqueza em nutrientes essenciais para o

crescimento destes microrganismos que têm acentuadas

deficiências em várias vias bio-sintéticas (vanNiel

e Hahn-Hägerdal, 1999).

Relativamente aos outros três géneros também

encontrados (Pediococcus, Leuconostoc e Weissella),

embora em menor número, distribuíram-se pelos

meios MRSA, M17 e DTA.

Conclusões

Em consequência da grande heterogeneidade

metabólica que caracteriza quase todos os géneros

bacterianos que constituem o grande grupo das bactérias

lácticas, é difícil estabelecer meios de cultura

padrão e únicos que sejam adequados ao crescimento

selectivo de cada género. Segundo Domig et al.,

(2003) esta dificuldade é ainda acentuada se considerarmos

as diferentes matrizes de origem da amostra e

a microflora contaminante.

No entanto, relativamente aos meios de cultura utilizados

no isolamento das estirpes de bactérias lácticas

provenientes de queijo, constatámos que o meio KA3

foi o que revelou maior selectividade. Além de ter evidenciado

o crescimento de uma reduzida percentagem

de bactérias não lácticas, permitiu, exclusivamente, o

isolamento de enterococos. Estes microrganismos,

resistentes à canamicina, sobreviveram neste meio de

cultura ao contrário de outros géneros de microrganismos

sensíveis. Aliás, os enterococos cresceram em

todos os meios de cultura utilizados, provavelmente

devido à sua capacidade de adaptação a condições de

crescimento menos favoráveis. Mesmo que nos meios

de cultura utilizados se desenvolvam condições de

crescimento desfavoráveis, como por exemplo maior

acidez, os enterococos têm capacidade para sobreviver

uma vez que toleram valores de pH 4,4 (Axelsson, 1993).

Os meios MRSA e APT revelaram uma selectividade

moderada, permitindo ambos o crescimento de

algumas bactérias não lácticas, tendo também sido

possível isolar a partir destes meios o maior número

de enterococos e de lactobacilos presentes nas

amostras. Quanto aos meios M17 e DTA foram os que

se mostraram menos selectivos, ao permitir o desenvolvimento

quer de uma percentagem elevada de

bactérias não lácticas quer de quase todos os géneros

de bactérias lácticas detectados. Contudo, foram os

únicos que permitiram o crescimento de lactococos,

sendo por isso úteis para esta finalidade.
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Resumo: As quelas do segundo par de pereópodos são usados

em confrontos agonísticos para estabelecer a hierarquia de

dominância no camarão gigante-da-Malásia Macrobrachium

rosenbergii. A remoção das quelas é a prática empregada para

reduzir a agressão e o canibalismo nesta espécie, o que pode

causar o aumento da biomassa final durante o cultivo. Este fato

tem sido registrado em machos de M. rosenbergii, mas ainda

não foi reportado em fêmeas da espécie, o que foi testado pelo

presente trabalho. Fêmeas recém mudadas (A) foram acondicionadas

em tanques (120 L de água) por 15 dias e expostas a

fêmeas em estádio de intermuda (B), divididas em dois grupos:

B1-fêmeas íntegras e B2-fêmeas com quelas retiradas. Houve a

ocorrência de confrontos e a alta taxa de mortalidade em fêmeas

"A" quando na presença das fêmeas "B1" (60%). Enquanto nas

fêmeas "A" na presença das fêmeas "B2" ocorreu apenas um

caso de canibalismo (5%), que pode ter sido ocasionado por

necrofagia intraespecífica. As fêmeas íntegras exibiram o comportamento

canibalístico e as fêmeas sem quelas não exibiram

tal comportamento (p=0,027). Conclui-se que a remoção das

quelas reduz substancialmente os confrontos e o canibalismo

entre fêmeas de M. rosenbergii.

Summary: Chelaes on the second pair of pereopods are used in

agonistic confrontations to establish dominance hierarchy

among the giant Malaysian freshwater prawn Macrobrachium

rosenbergii. The removal of the chelaes is a practice employed

to reduce the aggression and cannibalism of this species, thereby

improving the final biomass in cultivation. This fact has been

reported for males of the species, but has yet to be assessed in

M. rosenbergii females, which was the aim of the present study.

Newly moulted females (A) were kept in individuals tanks (120

L of water) for 15 days and exposed to females in an intermoulting

stage (B), divided into two groups: B1-intact; and

B2-with chelae removed. There was occurrence of agonistic

confrontations and a high mortality rate among the "A" females

in the presence of the "B1" females (60%). While in the "A"

females exposed to the "B2" females, there was just one case of

cannibalism (5%), it can have been caused for conspecific

necrophagy. The intact females exhibited cannibalistic behaviour,

whereas the females without chelae did not exhibit such

behaviour (p=0.027). This finding suggests that the removal of

the chelae substantially reduces agonistic interactions and

cannibalism among female M. rosenbergii.

Introdução

O camarão-gigante-da-Malásia, Macrobrachium

rosenbergii, nativo das áreas tropicais e subtropicais

da região Indo-Pacífica (Ling, 1969), é cultivado em

várias partes do mundo. No entanto, um dos entraves

para o desenvolvimento de sua criação é a agressividade,

especialmente o canibalismo, que provoca

prejuízos nos sistemas de cultivo, pela mortalidade ou

pelas baixas taxas de crescimento apresentadas pelos

animais condicionados à submissão em função dos

confrontos agonísticos.

De um modo geral, o crescimento dos crustáceos

não se dá de maneira contínua, mas sim através de

mudas periódicas, visto que os animais precisam

mudar a carapaça rija, para crescer. É nesses períodos

que os animais ficam mais expostos ao canibalismo.

Segundo Peebles (1978) o canibalismo ocorre com

maior frequência no período de pré e pós-muda,

quando os crustáceos estão mais susceptíveis devido à

fragilidade do exoesqueleto e pouca capacidade de

fuga.

Vários estudos indicam que o comportamento de

crustáceos em cultivo influencia dois aspectos relacionados

com a biomassa final de cultivo: o primeiro

é a mortalidade, sendo o canibalismo a principal causa

de morte em M. rosenbergii cultivados (Ling, 1969;

Forster e Beard, 1974); o segundo é a ocorrência de

crescimento heterogêneo, advindo de fatores sociais,
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como a posição hierárquica do animal no grupo, pois

muitos animais apresentam redução nas taxas de

crescimento, quando condicionados à submissão. A

taxa de crescimento de pequenos juvenis de M. rosenbergii

criados na ausência de indivíduos maiores é

maior do que a taxa de crescimento de outros juvenis

criados juntos com indivíduos maiores, o que sugere

que a competição entre eles influencia a taxa de

crescimento (Karplus et al., 1989). Contudo, a

competição está geralmente associada com recursos

limitantes, que em cultivo, os criadores tentam evitar

com a suplementação de alimento e colocação de

abrigos (Peebles, 1979; Lobão e Rojas, 1988).

Segundo Ajuzie (1994), o comportamento agonístico

e o canibalismo são atributos da supressão social que

induz a diferentes taxas de crescimento nos camarões

em cultivo, visto que ocorre redução na taxa de crescimento

de alguns indivíduos do grupo, quando

comparada à taxa de crescimento de indivíduos controle

isolados (Stewart e Squires, 1968). A hierarquia

de dominância é estabelecida no grupo através de

confrontos agonísticos, em que as principais estruturas

utilizadas nos confrontos entre camarões são as

quelas (Conover e Miller, 1978).

M. rosenbergii apresenta dois pares de apêndices

com quelas. O primeiro é pequeno, delgado e utilizado

na limpeza corporal, captura de alimentos e transporte

dos mesmos à boca. O segundo, bem desenvolvido, é

usado na predação e na agressão inter e intraespecífica

(Peebles, 1979). As quelas parecem ser essenciais não

somente para a defesa, mas também para o ataque e a

aquisição de recursos limitantes (Berril, 1970).

Segundo Segal e Roe (1975), tanto o canibalismo

como a supressão do crescimento em decápodes deve

ser influenciada pela presença ou ausência de quelas.

Assim, a agressividade de indivíduos dominantes

impede que indivíduos subordinados tenham acesso

ao alimento, resultando no decréscimo de suas taxas

de crescimento (Stewart e Squires, 1968; Chittleborough,

1975).

Estudos sobre o efeito da retirada das quelas no

crescimento e sobrevivência de juvenis de M.

rosenbergii criados em confinamento, realizados por

Segal e Roe (1975), não chegaram a conclusões satisfatórias

dada à falta de repetições nas condições

experimentais.

Posteriormente, Karplus et al. (1989) conseguiram

uma sobrevivência de 84% em M. rosenbergii com

quelas retiradas, contrastando com 36% daqueles que

possuíam quelas e Karplus et al. (1992), usando a

mesma técnica, observaram aumento significativo da

sobrevivência em morfotipos machos.

Apesar da importância desses estudos, os resultados

são ainda incipientes. A maioria dos trabalhos evidencia

simplesmente a ocorrência de canibalismo em espécies

do género Macrobrachium e a descrição do comportamento

em machos de M. rosenbergii, envolvidos nos

confrontos canibalísticos (Barki et al., 1991).

É possível que a retirada das quelas em indivíduos

de M. rosenbergii possibilite a redução da agressividade,

melhorando o ganho de peso em cultivo. Neste

sentido, o presente trabalho tem como objetivo testar

os efeitos da retirada das quelas do 2º par de

pereópodes sobre o comportamento canibalístico de

fêmeas de M. rosenbergii em presença de outra fêmea

em estágio inicial de pós-muda.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratório de

Zoologia do Instituto de Ciências Biológicas da

Universidade Federal de Juiz de Fora, Estado de

Minas Gerais, Brasil, onde os animais, adquiridos de

uma fazenda particular, foram mantidos por um

período de 15 dias, para aclimatização às condições

locais, em caixas de água (1000 L) provida de filtro

biológico e aquecedor, com termostato.

Para verificar se a retirada das quelas causaria alterações

comportamentais nos camarões, realizou-se o

seguinte teste preliminar: dez fêmeas foram mantidas

em tanques individuais (70x50x40 cm, 120 L de água)

das quais cinco tiveram as quelas do segundo par de

pereópodes retiradas e as outras cinco serviram de

controle. Os animais foram observados por 15 dias

e não apresentaram alteração quanto à locomoção e

alimentação.

Após este teste, procedeu-se a montagem do experimento,

da seguinte forma: 40 fêmeas medindo cerca

de 7 cm de comprimento total, foram divididas em

dois grupos (A e B). O grupo A foi composto por 20

fêmeas em estágio D'3 (pré-muda) que realizaram

exuviação em presença de fêmeas do grupo B, o qual

foi composto por 20 fêmeas em estágio C (intermuda),

sendo 10 íntegras (B1) e 10 sem quelas (B2).

Os animais foram mantidos individualmente em

caixas de 70x50x40 cm, sem abrigos, de forma que

uma fêmea recém-mudada permanecesse exposta a

uma coespecífica, sob duas condições: 1) fêmeas

recém-mudadas (A) em presença de fêmeas íntegras

(B1) e 2) fêmeas recém-mudadas (A) em presença de

fêmeas sem quelas (B2).

As caixas continham água de boa qualidade, filtro

biológico, substrato de pedra e areia de rio lavada e

aquecedor com termostato.

Diariamente, ao final da tarde, procedeu-se à

alimentação dos animais, com ração balanceada, ad

libitum e no dia seguinte, pela manhã, a limpeza das

caixas, feita por meio de sifão. Semanalmente foi

trocada a metade do volume total da água.

As observações ocorreram diariamente, às 8 horas e

às 18 horas, para determinar o período do dia o em que

canibalismo ocorria com maior freqüência, até que os

indivíduos mudados atingiram o estágio B de pós-

-muda, conforme a classificação de Peebles (1977).

Após o experimento, foi realizado um teste para
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verificar a ocorrência de necrofagia na espécie: dez

fêmeas recém mudadas foram sacrificadas através de

congelamento, e expostas a 10 fêmeas sem quelas.

A relação entre o canibalismo e a presença de quelas,

foi analisada, através do "Teste exato de Fisher" para

independência em uma tabela de contingência 2 x 2,

descrito em Sokal e Rohlf (1979), sob a hipótese nula

de que não há dependência entre o comportamento

canibalesco e a presença de quelas. Para a obtenção

dos logaritmos factoriais necessários para o cálculo

dos valores estatísticos, foi utilizada a tabela "D"

(Rohlf e Sokal, 1969).

Resultados

A muda e o canibalismo ocorreram à noite, com

exceção de um caso de muda que ocorreu durante o

dia. O canibalismo sobre as fêmeas em estágio inicial

de pós-muda é praticado com maior intensidade por

fêmeas íntegras do que por fêmeas sem quelas,

*p=0,027 (Tabela 1).

As partes do corpo mais atingidas nos confrontos

agonísticos foram: o rostro e pereópodes, tanto nos

casos em que houve morte ou sobrevivência das

fêmeas injuriadas (Tabela 2).

A retirada das quelas não causou nenhuma alteração

nos animais, corroborando as observações do teste

preliminar.

Todas as fêmeas sem quelas praticaram necrofagia

no teste realizado, após o experimento.

Durante o experimento as condições da água: pH

(torno de 7,0); amónia (0,0) e nitrito (0,25 mg/L)

foram mantidas estáveis, devido à renovação

constante da água. Estes valores estão dentro das

faixas recomendadas para o bem estar da espécie

(Copron e Armstrong, 1983; Valenti, 1990).

Discussão

Nas condições deste experimento, as fêmeas de M.

rosenbergii que foram expostas à fêmeas íntegras

apresentaram mutilações praticadas pelas coespecíficas.

Por outro lado, apenas uma fêmea sem quelas,

participou de acção canibalesca, o que pode se tratar

de um caso de necrofagia. Souza e Sin Singer-

-Brugiolo (2001), em trabalho realizado com machos

e fêmeas, relataram que cinco fêmeas em estádio de

pré-muda foram canibalizadas por machos em estádio

de intermuda com quelas íntegras e, na ausência

destas, nenhuma fêmea foi canibalizada. Porém, os

resultados estão de acordo com os obtidos por Karplus

et al. (1989) cujos trabalhos objetivaram minimizar a

freqüência de eventos canibalescos, em M. rosenbergii,

sem separar os indivíduos por sexo. No entanto,

neste trabalho os resultados foram mais nítidos, visto

que o canibalismo das fêmeas sem quelas foi praticamente

nulo, confirmando que, provavelmente, o

principal instrumento utilizado pelos camarões na

prática do canibalismo são as quelas. Segundo Berril

(1970), as quelas parecem ser essenciais não somente

para a defesa, como também para o ataque e aquisição

de recursos limitantes (Segal e Roe, 1975). Desta

forma, tanto o canibalismo como a supressão do

crescimento em decápodes deve ser influenciada pela

presença ou ausência de quelas.

A esse respeito, Segal e Roe (1975) apresentam

resultados diversos registraram a ocorrência de canibalismo

entre indivíduos com quelas retiradas,

concluindo que os agressores usam o primeiro par de

quelas no ataque, concentrando a acção sobre os olhos

e a cabeça das vítimas. Esta prática não foi observada

no presente trabalho.

As partes do corpo dos animais atingidas pelos

canibais foram pereópodes, pleópodes, rostros e/ou

Tabela 1 - Macrobrachium rosenbergii: freqüência de fêmeas em estágio de pós-muda atingidas por canibalismo.

A - Fêmeas em Estágio de Intermuda Nº de Fêmeas Nº de Fêmeas % de Fêmeas

Recém-Mudadas Canibalizadas Canibalizadas

B1 - Em presença de fêmeas íntegras 10 6a 60

B2 - Em presença de fêmeas sem quelas 10 1b 10

Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p=0,027).

Tabela 2 - Macrobrachium rosenbergii: partes das fêmeas recém-mudadas atingidas por confrontos com fêmeas intactas.

Nº de fêmeas atacadas Parte do corpo atingida

Rostro Pereópodes Abdómen Pleópodes

M* 2 X X X -

1 X X - -

1 X X - X

1 X X X -

1 X - - -

S** 3 X X - -

1 X - - -

M* = Mortas e S** = Sobreviventes.
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abdómen. Outra parte frequentemente relatada como

alvo de ataques canibalescos são os urópodes (Segal e

Roe, 1975), antenas e quelas (Pleebes, 1978). É

notório que no presente trabalho as antenas e os

urópodes não tenham sido atingidos, pois Pleebes

(1978) observou que os camarões em estádio de pós-

-muda, quando atacados, perdiam inicialmente

pereópodes, pleópodes e urópodes, sendo o rostro e o

pedúnculo ocular, as últimas partes danificadas. Os

danos ocorridos durante os confrontos agonísticos

nem sempre levam o animal à morte, como foi observado

nesse trabalho, pois foi comum a presença de

animais vivos mutilados. Por outro lado nenhuma

fêmea no estádio C (intermuda) foi molestada pelas

recém mudadas.

Os animais que sobreviveram ao ataque de fêmeas

íntegras apresentaram apêndices e/ou rostro parcialmente

danificados, enquanto os animais que estiveram

em presença de fêmeas desprovidas de quelas não

apresentaram qualquer mutilação. Estas observações

reforçam a ideia que a prática do canibalismo é

dependente da presença de quelas e que a única fêmea,

em presença de fêmeas sem quelas, morta pode ter

sido alvo de necrofagia e não de canibalismo. O que

foi confirmado no teste realizado após o experimento,

em que as fêmeas sacrificadas foram consumidas

pelas coespecíficas, mesmo sem apresentarem quelas.

Os resultados expressos na Tabela 1 demonstram

que não há relação nítida entre número de partes do

corpo mutiladas e mortalidade, o que leva a suposição

sobre a possibilidade de que os movimentos bruscos

de fuga: flexão abdominal, exibida por animais recém

mudados, possa ser efetiva em levar o animal atacado

à morte, juntamente com as injúrias produzidas pelo

ataque canibalesco.

Estes movimentos de fuga podem fazer com que os

indivíduos saltem para fora do tanque após os confrontos,

levando-os à morte (Segal e Roe, 1975). Estas

observações associadas às de Karplus et al. (1989),

que consideram que a ausência de quelas suprime a

agressividade em M. rosenbergii, reforça a tese que a

única injúria registrada pelas fêmeas com quelas

amputadas, tenha sido efetivamente um ato de

necrofagia.

A muda ocorreu principalmente à noite, com

exceção de um indivíduo que apresentou translocação

no horário de exuviação, o que está de acordo com as

observações de Segal e Roe (1985) que não observaram

mudas diurnas em indivíduos da espécie. Não

obstante, estes dados concordam com Volpato (1981)

que relatou este tipo de translocação para Macrobrachium

iheringi, interpretando-a como um mecanismo

de defesa contra o canibalismo, visto que durante

o período diurno a atividade dos animais é muito

reduzida.

Juntamente com a impossibilidade de reconhecimento

dos atos da fêmea atacante quando comparados

com os atos de agressão, já descritos para machos

(Barki et al., 1991). Essas diferenças na mutilação dos

apêndices sugerem uma forte evidência de diferenças

sexuais no comportamento de agressividade na espécie.

A redução do canibalismo em fêmeas de M. rosenbergii

sem quelas, observada neste trabalho, está de

acordo com os resultados de outros autores, tais como:

Karplus et al. (1989) e Karplus et al. (1992) que

observaram o aumento significativo da sobrevivência

em machos de M. rosenbergii sem as quelas; Gomez-

Diaz (1990), pesquisando o efeito da excisão do

propodito sobre o crescimento e a sobrevivência em

M. rosenbergii, obteve 92% de sobrevivência neste

grupo contra 25% no grupo controle; Aiken e Yong-

-Lai (1981) que observaram o aumento dos índices de

sobrevivência quando retiraram quelas ou apenas a

imobilização dos dedos, fixo e móvel, do quelípodo

da lagosta Homarus americanus e Kendall et al.

(1982) que verificaram aumento da sobrevivência de

H. americanus quando tiveram as quelas imobilizadas.

Aparentemente, não ocorrem danos aos animais que

tiveram as quelas retiradas não demonstraram nenhuma

alteração comportamental perceptível, no que se refere

à relação com coespecíficos, movimentação no tanque

e obtenção de alimento. Realmente, alguns crustáceos

são capazes de autotomizar parte de seus apêndices ou

mesmo apêndices inteiros, sem prejuízo para o indivíduo.

Quando o membro é amputado, o plano de

ruptura passa entre as duas membranas, deixando uma

delas aderida ao toco basal. A membrana exerce

pressão em torno das perfurações, de modo que a

perda de fluídos é minimizada (Gomez-Diaz et al,

1990). Além disso, as células explosivas errantes

especiais liberam um agente coagulante em locais de

ferimento ou autotomia, impedindo a hemorragia pela

formação da rede de fibrina (Brusca e Brusca, 2007).

Estes dados também são corroborados na literatura.

Berril (1970) observou que numa população do

crustáceo Munida sarsi, indivíduos quelotomizados

foram bem tolerados pelos coespecíficos. O mesmo

ocorreu entre lagostas H. americanus na divisão de

abrigo (O'Neil e Cobb, 1979). Por outro lado, a

remoção ou imobilização das quelas em Alpheus

heterochaelis demonstrou que este camarão não

poderia competir com sucesso pela posse e defesa de

um abrigo (Conover e Miller, 1978).

Não foram encontrados na literatura dados acerca da

legislação sobre actos que tenham efeitos sobre o bem

estar de camarões, assim como não foram encontradas

inferências sobre a ocorrência de dor nestes animais.

A avaliação das conseqüências da amputação das

quelas sobre o comportamentos de camarões será

investigado em trabalhos futuros.

Os resultados sugerem a viabilidade de uma técnica

de retirada de quelas, para aplicação em fazendas

comerciais, mesmo com os entraves do aumento da

mão-de-obra e a regeneração das quelas que ocorre

normalmente em indivíduos jovens. Desta forma,

Karplus et al. (1989) registraram os benefícios da
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retirada das quelas no crescimento e na sobrevivência

de M. rosenbergii, porém chamou a atenção sobre a

necessidade da avaliação económica da técnica.

Mesmo assim, os resultados são animadores para a

criação de Macrobrachium rosenbergii, quando se

buscam taxas de crescimento mais uniformes e menor

índice de mortalidade.

Os resultados obtidos permitem concluir que

fêmeas de Macrobrachium rosenbergii com quelas

retiradas não apresentam comportamento canibalesco

como ocorre em fêmeas íntegras, constituindo-se

numa prática capaz de melhorar o ganho de peso em

animais cultivados.
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Resumo: Foram encaminhadas ao Hospital de Clínicas

Veterinárias da Universidade Federal de Pelotas, no estado do

Rio Grande do Sul, Brasil, duas fêmeas equinas da raça Crioula,

provenientes da cidade de Alegrete (Rio Grande do Sul, Brasil),

com histórico de emagrecimento progressivo, sinais de alteração

neurológica. Observou-se, nesta propriedade a morte de 20

éguas com os mesmos sinais clínicos e a morte de capivaras e

cães apresentando sintomatologia nervosa. Ao exame clínico, os

animais apresentavam-se com condição corporal magra e com

atitude apática. Foi observada desidratação, mucosas pálidas,

sopro cardíaco, discreto edema ventral, discreta incoordenação

e dor intensa à palpação da região da garupa. Exames complemetares

foram solicitados, e enfermidades como anemia

infecciosa equina, verminose e leptospirose foram descartadas.

Através de esfregaço sanguineo foram observadas formas compatíveis

com parasitas do gênero Trypanosoma. Com base na

sintomatologia clínica, epidemiologia e resultado de exames

complementares chegou-se ao diagnóstico de mal das cadeiras.

Um dos animais recebeu tratamento à base de Cloridrato de

diamidine, na dose 7,0 mg/kg, com 4 aplicações com intervalo

de 7 dias, enquanto o outro animal foi submetido à imunossupressão

por uso de corticoesteróides para exacerbação de sinais

clínicos e posterior eutanásia para estudo patológico.

Palavras-chave: Mal das cadeiras, Trypanosoma evansi

Summary: Two Crioulo mares were referred to the Federal

University of Pelotas, Veterinary Clinical Hospital, Rio Grande

do Sul state, Brazil. They came from the town of Alegrete (Rio

Grande do Sul, Brazil), with history of progressive loss of

weight and neurological alterations. 20 mares from the same

farm died and presented the same clinical signs. Beside these

cases, there was the death of capibaras and dogs presenting

nervous symptoms. To the clinical examination the animals

presented thin corporal condition and apathy, dehydration, pale

mucosas, heart murmur, discrete ventral edema, discrete

non-coordination and intense pain to touching the back region.

Complementary exams were performed and diseases such as

equine infectious anemia, worms and leptospirosis were

dismissed. Through blood sample smearing, forms compatible

to parasites from the gemus Trypanosoma were found. Based on

the clinical sings, epidemiological data and the results of

complementary exams, surra was diagnosed. An animal

received treatment based on diamidine hydrochloride with a

dose of 7,0 mg/kg with 4 applications in 7 days interval, while

the another animal was submitted to immune suppression by

the use of corticosteroid to exacerbation of clinical signs and

posterior euthanasia for pathologic study.

Keywords: Mal das cadeiras, Trypanosoma evansi

Introdução

O protozoário Trypanosoma evansi é o agente

etiológico do "mal das cadeiras", parasitose que afeta

diversos mamíferos, entre eles camelos, cavalos,

burros, bovinos, zebuínos, caprinos, suínos, cães,

búfalos, elefantes, capivaras, coatis, tapir, veados e

pequenos roedores silvestres, e recebe esta denominação

por acarretar sintomas ligados a descordenação

dos quadris. Embora este protozoário não infecte

comumente seres humanos, seu hipotético potencial

zoonótico tem sido relatado (Powar et al., 2006). Este

agente tem distribuição geográfica extremamente

ampla, ocorrendo na África, Índia, Malásia, Indonésia,

China, Rússia, Filipinas, América Central e

América do Sul (Silva et al., 2002). O parasita é transmitido

mecanicamente por moscas hematófagas dos

gêneros Stomoxys sp. e Tabanus sp., sendo que o

morcego hematófago Desmodus rotundus também é

considerado um importante vetor na América Central

e do Sul.

A infecção por T. evansi em equinos se caracteriza

por elevação da temperatura corporal que está diretamente

associada com a parasitemia, progressivo

desenvolvimento de anemia, perda de condição física,

fraqueza, edema das partes inferiores do corpo e

petéquias nas membranas serosas (Silva et al., 1995b).

Surtos de tripanossomose em capivaras comumente

precedem os surtos da doença em equinos (Silva et al.,

2002).
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A sensibilidade do diagnóstico desta enfermidade

varia de acordo com a técnica utilizada. Monzón et al.

(1990) citam que uma combinação entre o método do

micro-hematócrito e inoculação de sangue parasitado

em cobaios é o procedimento diagnóstico mais

recomendado, embora o diagnóstico sorológico por

técnica de aglutinação direta tenha se mostrado altamente

sensível e específico para detectar infecção por

T. evansi em cavalos em trabalho feito por Monzón

(1993).

Segundo Peregrine (1994), o tratamento para

tripanossomose atualmente depende, além do controle

de vetores, de seis compostos quimioterápicos:

dimazene, homidium, isometamidium (usados primariamente

para tratamento e profilaxia da infecção

pelo parasita em bovinos, ovinos e caprinos), quirapiramina,

suramin e melarsomina (usados como agente

terapêutico e com uso geralmente restrito a camelos,

equídeos e búfalos).

O diamazene é o composto mais constantemente

usado para o tratamento da infecção por T. evansi. Isso

ocorre principalmente porque esta medicação apresenta

o mais alto índice terapêutico do que as outras drogas

na maioria das espécies domésticas e por ter baixa

incidência de resistência (Peregrine e Mammam,

1993).

Mutugi et al. (1995), determinaram a sensibilidade

a suramin de clones e sub clones de T. evansi isolados

naturalmente de camelos. Nesse trabalho, resistência à

medicação foi constatada. Estes autores sugerem

ainda que as diferenças entre a resistência de diferentes

clones e sub clones do agente acorra por trocas na

constituição genética e mutação.

Casos desta enfermidade no Brasil são relatados no

Pantanal Mato-Grossense. Stevens et al. (1989)

relatam infecção por T. evansi em capivaras e cães.

Surto da enfermidade em equinos foi relatado pela

primeira vez na região do Pantanal por Silva et al.

(1995a). A enfermidade é pouco relatada no Rio

Grande do Sul, Brasil (Colpo et al., 2005; Conrado et

al., 2005; Rodrigues et al., 2005) e o surgimento de

casos no sul da América do Sul sugere que maiores

estudos sobre o agente e a doença, bem como diagnóstico

devem ser iniciados em áreas não endêmicas desta

enfermidade.

O objetivo do trabalho é relatar 2 casos de tripanossomose

por T. evansi atendidos no Hospital de

Clínicas Veterinárias da Universidade Federal de

Pelotas, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Material e métodos

Foram encaminhadas ao Hospital de Clínicas

Veterinárias da Universidade Federal de Pelotas

(HCV/UFPel), situada no estado do Rio Grande do

Sul, Brasil, duas fêmeas da espécie equina, raça

crioula, provenientes da cidade de Alegrete (Rio

Grande do Sul, Brasil), com histórico de apresentarem

há seis meses emagrecimento progressivo. Na propriedade

e região ocorreu morte de capivaras e cães

apresentando sintomatologia nervosa. Cerca de 20

éguas com os mesmos sinais clínicos apresentados

pelos animais internados também morreram.

Os animais, ao serem atendidos, foram submetidos

a exame clínico geral para avaliação dos sinais vitais

(frequência cardíaca, frequência respiratória, coloração

de mucosas e temperatura retal). Apresentaram

frequências cardíaca e respiratória dentro dos

parâmetros fisiológicos para a espécie, temperatura

retal elevada, desidratação de aproximadamente 8% e

mucosas pálidas. Sopro cardíaco foi auscultado nos

animais; apresentavam-se com condição corporal

magra e com atitude apática.

Foi observado, ainda, discreto edema ventral e

através de paracentese abdominal se obteve líquido

translúcido com odor sui generis.

O exame clínico revelou ainda discreta incoordenação

motora dos membros posteriores e através do

exame do sistema músculo esquelético dor intensa á

palpação da região da garupa foi evidenciada

(Figura1).

Coleta de fezes para execução de OPG pela técnica

de Mac Master foi executada. O animal A apresentou

1150 opg, enquanto que o animal B apresentou 850 opg.

Foi feito tratamento com vermífugo à base de ivermectina,

na dose de 0,2 mg/kg, por via subcutânea.

O procedimento para diagnóstico de anemia

infecciosa equina foi realizado e os animais foram

negativos para a enfermidade. Foi realizado, ainda,

exame direto e indireto para Babesia e diagnóstico de

leptospirose, fornecendo ambos os exames resultados

negativos.

Hemogramas foram solicitados e foi possível

observar eritrócitos entre 3,5 e 5,5 milhões/mm3,

hematócrito entre 18 e 25% (demonstrando severa

anemia), leucopenia e linfocitose.

Esfregaços sanguíneos corados com Giemsa foram

Figura 1 - Dor a palpação da região da garupa em exame do sistema

músculo esquelético.
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feitos de ambos animais, onde foi visualizada a presença

de parasitas com estrutura compatível a forma

tripomastigota encontrada na corrente sanguinea de

animais infectados por Tryapnosoma evansi, apresentando

corpo alongado e achatado, apresentando forma

elíptica ou oval e com extremidades afiladas, ao corte

transversal (Figura 2).

Um dos animais foi selecionado ao acaso (animal A)

e recebeu tratamento à base de cloridrato de diamidina,

na dose 7,0 mg/kg, com quatro aplicações com intervalo

de sete dias. O outro animal (B) foi submetido à

imunossupressão por uso de corticoesteróides para

exacerbação de sinais clínicos e posterior eutanásia

para estudo patológico.

Após o tratamento, o animal tratado (A) foi acompanhado

e hemogramas seriados foram feitos 3 vezes

por semana. O animal apresentou remissão dos sinais

clínicos, e a evolução do quadro foi observada, bem

como a possibilidade de recidiva.

Hemogramas seriados (Tabela 1) demonstraram que

eritrócitos e hematócrito, respectivamente, subiram de

5,5 milhões/mm3 e 25% para 8,5 milhões/mm3 e 39%

após o tratamento, mostrando restabelecimento do

quadro anêmico. Os resultados permaneceram dentro

por parâmetros fisiológicos para a espécie durante o

tratamento.

Os leucócitos apresentaram-se aumentados no

período inicial da avaliação clínica e após o tratamento

mantiveram-se dentro dos parâmetros fisiológicos

para a espécie. Uma variação discreta entre leucopenia

e leucocitose foi observada nos hemogramas. Após o

tratamento ocorreu predominância de linfocitose.

Neutropenia foi observada com exceção do momento

imediatamente após o tratamento. Monocitose também

foi observada. Após o tratamento foram realizados

esfregaços e não se identificou a presença do

Trypanosoma.

O animal B apresentou gradativa evolução com

incremento dos sinais de prostação, emagrecimento,

dor à palpação da garupa e incoordenção. As lesões

macroscópicas caracterizavam-se por icterícia generalizada

da carcaça, aumento do tamanho dos linfonodos

mesentéricos, espleno e hepatomegalia com hemorragias

petequiais na superfície capsular. Histologicamente

observou-se atrofia das capas cortical e medular

dos linfonodos, com dilatação dos vasos linfáticos. No

fígado, havia discreta necrose centrolobular.

Discussão

Os sinais clínicos observados nos animais encaminhados

ao Hospital de Clínicas Veterinárias da

Universidade Federal de Pelotas (Rio Grande do Sul,

Brasil) são os mesmos encontrados em animais

acometidos pela enfermidade em outros estados do

Figura 2a e 2b - Presença de parasitas com estrutura compatível com a forma tripomastigota de Trypanosoma evansi em esfregaço sanguineo (corpo

alongado e achatado, apresentando forma elíptica e com extremidades afiladas).

Tabela 1 - Resumo dos hemogramas seriados.

Hemograma 1º Exame 2º Exame 3º Exame 4º Exame 5ºExame

Data 10-09-03 25-09-03 10-10-03 25-10-03 10-11-03

Hemáceas /mm3 5,5 x106 7,4 x106 8,5x106 8,1x106 8,3x106

Hematócrito 25% 34% 39% 37% 38%

Leucócitos/mm3 14.100 11.800 11.500 13.800 12.700

Linfócitos 64% 14% 68% 65% 72%

Neutrofilos Bastonetes 2% 1% 0% 0% 0%

Neutrófilos Segmentados 31% 79% 28% 32% 22%

Monócitos 2% 6% 2% 2% 5%
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país e do mundo. Silva et al. (1995a) relatam a patogênese

da infecção por T. evansi em cães e cavalos

através do estudo de surtos da doença no Pantanal

Mato-Grossense e citam que conjuntivite e aborto

podem também ocorrer como sintomatologia clínica.

A presença da enfermidade em capivaras e cães em

áreas enzoóticas para T. evansi é citada por vários

autores (Stevens et al., 1989; Silva et al., 1995a; Silva

et al., 1995b). Surtos da enfermidade em cavalos

podem ser precedidos por casos da doença em capivaras

e cães (Silva et al., 2002). Este facto parece

ter ocorrido no caso aqui relatado, o que fortalece o

diagnóstico epidemiológico.

A severa anemia encontrada nos equinos estudados

neste relato de caso é condizente com os dados hematológicos

citados por Silva et al. (1995b). Estes

autores falam ainda sobre várias anormalidades em

eritrócitos de cães e cavalos infectados.

Quanto á série branca, Silva et al. (1995a, 1995b)

relatam leucopenia com relativa linfocitose. A leucopenia

encontrada também é relatada estes autores e

atribuída a redução da mielopoiese.

Em um estudo sobre os fatores de evasão por

Trypanosoma, Donelson et al. (1998) falam em dois

fenômenos na resposta imune a infecções por

Trypanosoma em Africa: uma maciça ativação

policlonal não específica de células B e generalizada

supressão de algumas funções imunes humoral e celular.

Isso pode ser a explicação para os resultados

observados no leucograma dos animais citados neste

relato.

Segundo Silva et al. (1995a; 1995b), a anemia

severa encontrada nos casos de infecção natural por T.

evansi é uma dos sinais clínicos mais clássicos da

enfermidade. Essa anemia, segundo o autor, se dá em

duas fases, sendo a severidade da primeira fase proporcional

ao grau de parasitemia e a segunda fase

ocorrendo após 4-6 meses do início da doença. Os

protozoários do gênero Trypanosoma podem exercer

uma acção tóxica, por liberarem substâncias que

causam hemólise e deprimem a hematopoiese

(Rodrigues et al., 2005).

O tratamento utilizado no foi semelhante ao proposto

por Silva et al. (2002) e os resultados foram satisfatórios

no tratamento inicial da enfermidade, mostrando

que o princípio ativo utilizado foi eficiente no tratamento

desta tripanossomose. Não foi observada

recidiva dos sinais clínicos, no período em que o animal

foi acompanhado.

Silva et al. (2002) e Peregrine e Mammam (1993)

indicam que tratamento com essa medicação tem

efeito apenas terapêutico, visto que, por sofrer rápida

excreção, os níveis deste quimioterápico são baixos

para uma ação profilática.

Por se tratar de uma enfermidade que é pouco

relatada no Rio Grande do Sul, existem dúvidas sobre

a maneira com que o agente chegou ao estado.

Especula-se que animais infectados tenham sido trazidos

para a região, disseminando assim o agente e a

doença. Segundo Silva et al. (2002), a enfermidade é

transmitida principalmente pelas moscas hematófagas

(tabanídeos), mas o morcego Desmodus rotundus é

considerado um vetor também importante e que pode

estar envolvido. A enfermidade também poderia ser

transmitida e disseminada através de fômites contaminados,

o que pode ter auxiliado na propagação da

enfermidade entre os animais, visto que cerca de 20

equinos, vários cães e capivaras vieram a óbito com

sintomatologia compatível com a enfermidade.

Powar et al. (2006), através de relato de casos raros

de tripanossomose ocasiodados por T. evansi alerta a

comunidade mundial quanto a um hipotético potencial

zoonótico deste protozoário. Este fato é de crucial

importância no controle da doença e de seu agente

causador e zonas onde não há endemia desta

enfermidade.

Conclusões

A presença de casos de infecção por T. evansi no sul

da América do Sul indica a necessidade de maiores

estudos sobre a epidemiologia da doença e alertam a

comunidade científica mundial sobre o surgimento de

uma enfermidade importante em áreas não endêmicas,

como os países europeus. Além disso, a hipótese de

que essa tripanossomose possa ser considerada uma

zoonose deve ser considerada. Programas de vigilância

sanitária devem ser estabelecidos para que essa

enfermidade seja controlada e não se dissemine no

Brasil e no mundo. A utilização de métodos de

diagnóstico específicos deve ser instituído de forma

rotineira também em regiões não afetadas, para se

avaliar a presença da enfermidade em animais que

apresentem sintomatologia nervosa compatível com

esta tripanossomose (mal das cadeiras).

A terapia à base de dimazene mostrou-se eficiente

no combate inicial da enfermidade nas condições

clínicas e de manejo ao qual o animal do estudo foi

submetido, mas a ocorrência de recidiva demonstra a

necessidade do uso de princípios ativos mais eficazes

no tratamento contra T. evansi.

A imunossupressão mostrou-se eficaz para o estudo

clínico e patológico desta tripanossomose.
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Resumo: Este estudo foi conduzido para diagnosticar babesiose

equina em 72 animais através do Teste de Fixação de

Complemento (TFC) em cavalos da raça Puro Sangue Inglês

(PSI), com idades compreendidas entre quatro a seis anos, que

competiram nos anos de 1995 a 1997, no Jockey Club

Brasileiro, Rio de Janeiro, originários de um estabelecimento

esportivo localizado no município de Nova Friburgo, estado do

Rio de Janeiro, Brasil. A queda da "performance" foi o primeiro

sinal evidenciado em 70% dos cavalos diagnosticados como

seropositivos ao TFC para babesioses equinas, durante o período

estudado. No TFC a percentagem média de reações positivas

nesta amostragem de equinos foi de 15,2% para antigénios de

Babesia equi (Laveran, 1901) e de Babesia Babesia caballi

(Nuttal e Strickland, 1912), sendo 5,5% para B. equi e 9,7% para

B. caballi. A prevalência média de portadores de infecção por B.

equi variou de 0,0 a 20,0% e por B. caballi de 3,0 a 15,0%. Na

variação da serotitulação o grau quatro (100% de fixação de

complemento) foi o mais frequente para B. caballi. As espécies

de ixodídeos identificadas foram Amblyomma cajennense e

Anocentor nitens, com amplo predomínio da primeira.

Palavras-chave: Babesia equi, Babesia caballi, cavalo Puro

Sangue Inglês

Summary: This survey was carried out in 72 animals, to detect

equine babesiosis using the Complement Fixation Test (CFT)

for Throughbread horses, between four and six years old, that

had competed in the years of 1995 until 1997, at the Jockey

Club Brasileiro, Rio de Janeiro, pertaining to one equestrian

establishments of Nova Friburgo municipal district, Rio de

Janeiro state, Brazil. The reduction of performance was the first

indication showed in 70.0% of the seropositive horses through

CFT for equine piroplasmosis, during the studied period. In

CFT the medium percentage of positive reactions in this equine

sample was: 15.2% for Babesia equi (Laveran, 1901) and

Babesia caballi (Nuttal & Strickland, 1912) antigens; being

5.5% for B. equi and 9.7% for B. caballi. The media proportion

of infection’s carriers for B. equi differed between 0.0 to 20.0%,

and for B. caballi 3.0 to 15.0%. In the variation of the serotitulation

the score of degree four (100% of complement fixation)

as the most frequent for B. caballi. The species of ticks met,

were identified as Amblyomma cajennense and Anocentor

nitens, with ample predominance of the first one.

Keywords: Babesia equi, Babesia caballi, Throughbread

horses

As babesioses equinas são doenças caracterizadas

por anemia, causadas por hemoprotozoários distintos:

Babesia equi (Laveran, 1901) actualmente Theileria

equi (Mehlhorn e Schein, 1998) e Babesia caballi

(Nuttall e Strickland, 1912), que afectam os solípedes,

membros da família Equidae, em especial a espécie

Equus caballus (Dupont e Barreiros Terra, 1952).

Ambas as espécies de parasito são transmitidas biologicamente

por ixodídeos aos equinos, muares e

zebras, sendo que os equinos são mais sensíveis.

Outras formas de transmissão, como a transplacentária,

a iatrogénica e por insectos hematófagos,

actuam em menor grau (Correa et al., 1978; Donnelly

et al., 1982). A doença tem ampla distribuição geográfica

(Friedhoff et al., 1990). Estima-se que 10% da

população mundial de cavalos, habitam áreas livres de

ixodídeos e babesia (USDA, 1992). A sintomatologia

mais comum da doença é caracterizada por anemia,

anorexia, apatia, inapetência, perda de peso, febre

permanente ou intermitente. Nos casos de infecção

por B. equi, os sinais mais frequentes incluem

mucosas pálidas e/ou ictéricas e hemoglobinúria

(Soule e Perret, 1990; DeWall, 1992).

O cavalo Puro Sangue Inglês (PSI) é uma raça

geneticamente apurada e tal facto, confere-lhe uma

grande sensibilidade às infecções por ixodídeos, que

expoliam e transmitem agentes patogénicos. Os

primeiros sinais clínicos da infecção por Babesia sp.

são: diminuição de "performance", apatia, perda

de peso e febre. O quadro clínico é agravado quando
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há um grande esforço durante treinamentos e

competições, considerados factores stressantes, o que

predispõe os animais às recidivas da doença (Da Costa

Pereira, 1999).

O método de diagnóstico de babesiose equina,

aceite mundialmente como padrão, é o Teste de

Fixação de Complemento (TFC). Este teste foi oficializado

em Março de 1969, pelo United States

Department of Agriculture, sendo obrigatório por

ocasião de importação e exportação de cavalos e em

leilões, exposições, esportes equestres, realizados no

exterior (USDA, 1992). Nos Estados Unidos da

América, cavalos seropositivos ao TFC para Babesia

sp. que são importados, ficam retidos nas unidades de

quarentena, sendo enviados de volta ao país de

origem, às custas de seus proprietários ou são imediatamente

sacrificados. Actualmente, recomendam-se

como testes de escolha para este diagnóstico o

Competitive Enzyme Linked Immunossorbent Assay

(cELISA) e o Immunofluorescense Teste (IFAT) (OIE,

2005).

Na América do Sul, países como Argentina, Chile e

Uruguai, mantêm um rígido controle de fronteira,

impedindo a entrada de animais seropositivos ao TFC

para as duas piroplasmoses equinas. No Brasil, por ser

um país em que a doença é uma endemia, torna-se

difícil o controle. Animais de raça com aptidão para

esportes equestres, são os mais atingidos, com nítida

queda de rendimento (ANPCC, 1996).

O objetivo deste trabalho foi estudar a prevalência

de B. equi e B. caballi em equinos da raça PSI.

Utilizaram-se 72 equinos da raça PSI, que foram

diagnosticados através de serologia para babesioses

equinas, através do TFC (Holbrook et al., 1973), no

período de 1995 a 1997. Os animais, de ambos os

sexos, tinham idades compreendidas entre quatro a

seis anos. Todos pertenciam a um estabelecimento

desportivo localizado no município de Nova Friburgo,

estado do Rio de Janeiro, Brasil.

A coleta do sangue foi realizada utilizando tubos

"vacutainer". Posteriormente separaram-se os soros

que foram acondicionados em tubos de ensaio de

5 mL, e mantidos à temperatura de 4 C em caixas

apropriadas contendo gelo. Após a coleta foram enviados

por via aérea ao Laboratório de Análises Clínicas

Veterinárias Paddock, Jockey Club Cidade Jardim,

São Paulo, laboratório esse credenciado pelo

Ministério da Agricultura do Brasil (MAARA) e pelo

Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da

América (USDA), para diagnóstico das babesioses

equinas.

Para execução da técnica imunológica de fixação de

complemento, indicada para diagnosticar e identificar

animais portadores, foram usados antigénios específicos

padronizados de B. equi e B. caballi, obtidos

comercialmente pelo USDA.

A fixação de complemento foi classificada da

seguinte forma: grau 4 (100% de fixação de complemento),

grau 3 (75%), grau 2 (50%), grau 1 (25%),

vestígios (10%) e negativo (não fixou complemento).

Como resultado verificámos no ano de 1995, dois

(5,7%) animais seropositivos para B. equi e cinco

(14,3%) para B. caballi, num total de 35 animais

examinados. No ano de 1996, foi diagnosticado um

(3,7%) seropositivo para B. caballi, em 27 animais

examinados, não ocorrendo infecção para B. equi. No

ano de 1997, foram diagnosticados dois (20,0%)

animais seropositivos para B. equi e um (10,0%) para

B. caballi, num total de 10 animais examinados. A

serotitulação no ano de 1995, revelou dois animais

com grau dois (5,7%) para B. equi, dois com grau

quatro (5,7%), um com grau três (2,8%) e dois com

grau um (5,7%) para B. caballi. No ano de 1996,

houve um com grau quatro (3,7%) para B. caballi. No

ano de 1997, houve um animal com grau quatro

(10,0%) e um com grau um (10,0%) para B. equi e um

com apenas vestígios (10,0%) para B. caballi.

O TFC, como todos os testes de imunodiagnóstico,

possui falhas, em que são considerados os falsos

positivos ou negativos. Há vários factores influentes

que podem induzir a um diagnóstico falso negativo:

produção de imunoglobulinas menos hábeis em fixar

o complemento e uso de fármacos babesicidas

(McGuire et al., 1971).

O número de animais portadores poderia ser maior,

visto que o teste não detecta portadores assintomáticos,

em que a infecção é latente, sendo assim, estes

animais apresentariam uma maior produção de

anticorpos da classe IgG de resposta secundária e

principalmente das subclasses IgG2, IgG4 e IgG(T),

que não são hábeis fixadoras de complemento (Roitt,

1998).

A incidência de animais portadores da infecção por

B. caballi manteve-se em maiores proporções do que

a incidência de animais portadores de B. equi, o que

corrobora as observações de Hipólito et al. (1965),

que verificou o antagonismo entre as duas Babesia.

A queda da "performance" foi o primeiro sinal

evidenciado em 70% dos cavalos diagnosticados

como seropositivos ao TFC para Babesia sp., que

atuaria na queda de rendimento, propiciando recidivas

devido ao stress a que foram submetidos os animais, o

que corrobora com Chevrier et al. (1979), Abdoon

et al. (1992) e Da Costa Pereira (2002).

A prevalência média de portadores de infecção por

B. caballi, variou de 3,0 a 15,0%. A B. caballi também

é considerada um fator predisponente à queda de

"performance" em cavalos PSI. O TFC utilizado foi

eficiente para diagnosticar portadores, em que o

principal sinal de suspeita da enfermidade foi a queda

de "performance". A região serrana do estado do Rio

de Janeiro, conhecida por albergar o maior contingente

de cavalos atletas neste estado, é uma área

endémica, e por isso requer cuidados especiais, principalmente

no trânsito de cavalos entre áreas

indemnes e endémicas.
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Summary: Bovine leukemia virus (BLV) is the causative agent

of enzootic bovine leukosis (EBL). After infection with BLV

there is no detectable viremia but there is a strong and

persistent humoral immune response to structural proteins,

essentially the gp51 envelope glycoprotein and the major core

protein p24. Polymerase chain reaction (PCR) with primers

used to amplify part of env gene, agar gel immunodiffusion

(AGID) which employs a crude antigen preparation derived

from concentrated cell culture fluid, two commercial immuno

enzymatic assays (ELISAs) and one ELISA with recombinant

gp51 antigen were used to detect proviral DNA and BLV

antibodies in DNA and serum from bovines of Goias (GO),

Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG) and Paraná (PR)

States of Brazil. The evaluated tests presented good results. The

ELISA tests were more sensitive than AGID, and highly

specific. PCR sensitivity should be improved, nevertheless it is

a good complementary tool for serologic diagnosis.

Resumo: O Vírus da Leucemia Bovina (BLV) é o agente

etiológico da Leucose Enzoótica Bovina (LEB). Após a

infecção não se observa viremia, mas desenvolve-se uma

resposta imune humoral forte e duradoura às proteínas

estruturais, principalmente a glicoproteína do envelope gp51,

do envelope, e à proteína do cerne p24. A reação em cadeia pela

polimerase (PCR), com iniciadores direcionados à amplificação

de fragmentos do gene env do BLV, a imunodifusão em gel de

agar (IDGA), que emprega antígeno bruto derivado de

sobrenadante de cultivo celular concentrado, dois ensaios

imunoenzimáticos (ELISA) comerciais e um ELISA que

emprega a proteína gp51 recombinante foram utilizados para

detectar, respectivamente, o DNA proviral e anticorpos para o

BLV em amostras de DNA e soro de bovinos dos estados de

Goiás, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Paraná. Os testes de

ELISA foram mais sensíveis que a IDGA e altamente específicos.

A PCR revelou-se útil como ferramenta de diagnóstico

complementar aos testes sorológicos.

Introduction

Bovine leukemia virus (BLV), the responsible for a

disease known as Enzootic Bovine Leukosis (EBL), is

a bovine Deltaretrovirus with worldwide distribution.

BLV infections were associated with economic losses

for milk producers (Motton and Buehring, 2003; Ott et

al., 2003).

During the interaction BLV-host, the extern viral

glycoprotein gp51 and the major structural protein

p24 are the main target to the immune response, and

thereafter, good reagents for diagnostic purposes (Van

der Maaten and Miller, 1990; Merza et al., 1991).

Antibodies to gp51, however, were detected with

higher titles than antibodies to p24 protein (González

et al., 2001).

Diagnostic tests have important applications in

Veterinary Medicine, including research, epidemiological

surveillance, certification of areas free of

diseases and prevalence estimates studies. EBL

diagnostic is made by serologic methods based on the

detection of antibodies to gp51 and to p24. Agar gel

immunodiffusion (AGID) was considered for many

years the test of election due to its high specificity and

acceptable sensitivity. In the last few years, however,

ELISA tests were developed for use in serum and milk

samples (Reichel et al., 1998). ELISA tests are based

in the use of gp51 protein partially purified and of

monoclonal antibodies to epitopes of this protein

(Portetelle et al., 1989). The fetal lamb kidney cell line

(FLK) infected by BLV is used for the production of

gp51. Unfortunately, this procedure is expensive and,

besides that, the FLK cells are susceptible to

infections by Bovine Virus Diarrhea Virus (BVDV)

(Bolin et al., 1994; Beier et al., 2004).

The production of recombinant antigen to BLV

diagnostic has been attempted in heterologous system

like Escherichia coli (Choi et al., 2002), Saccharomyces

cerevisiae (Legrain et al., 1989), the Vaccinia

Virus (Portetelle et al., 1991) and, recently, baculovirus

(De Giuseppe et al., 2004).
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AGID is not able to detect infected animals from

pooled serum samples and it is not practical to be used

to test a large number of samples. Some commercially

available ELISA are useful in these cases, but non

specific reactions to BVDV virus are frequent (De

Giuseppe et al., 2004). The test specificity depends on

antigen quality. Impurities are responsible for high

background values and for non specific reactions.

Usually, high purification of antigens increases

productions costs (González et al., 1999a). The polymerase

chain reaction (PCR) is a useful and sensitive

tool for fast and early detection of BLV proviral DNA

in blood, organs and tumoral samples (González et al.,

1999b).

The goal of this work was to compare methods

(AGID, ELISA and PCR) used in the diagnosis of

BLV in field sera samples from Brazil.

Blood samples were taken from bovines with more

than 7 months of age, originated from four Brazilian

states: Goiás, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul and

Paraná, giving a total number of 288 serum and 114

DNA samples. The samples came from naturally

infected herds. The venopunction was done in jugular

vein, using vaccutainer tubes with and without EDTA.

After clot formation, the tubes without EDTA were

centrifuged at 1,000 xg for 10 minutes and the sera

separated and stored at -20 ºC until use. The DNA

extraction was done from the blood collected in tubes

with EDTA, using GFX Genomic Blood DNA

Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech,

USA).

Antibody detection was done by AGID (Miller and

Van der Maaten, 1977), using gp51 protein produced

in FLK cells as antigen, following protocol of

Laboratorio Veterinario Miguel C. Rubino MGAP

(DILAVE, Uruguay), by rgp51 ELISA, whose antigen

is the gp51 protein produced by baculovirus (De

Giuseppe et al., 2004) and by commercially available

ELISA kits Bovine Leukemia Virus Antibody Test Kit

Indirect ELISA (VMRD, EUA) e HerdChek® Bovine

Leukemia Virus Antibody Test Kits (IDEXX, EUA),

which detect antibodies to the gp51 protein, according

to producers instructions.

The PCR was done as described by Camargos et al.

(2003), using primers of BLV env gene to amplify

fragments with 521 pairs of bases (bp): BLV1 5’-

GGGCCATGGTCACATATGATTG-3’ (5128-5149) e

BLV2 5’-CGTTGCCTTGAGAAACATTGAAC-3’

(5627-5649). The numbers correspond to those of

BLV sequences published by Sagata et al. (1985).

Due to lack of a gold standard the following criteria

was used to classify samples for serologic tests

comparison (Table 1): Negative samples, samples with

negative results in at least three tests; Positive

samples, samples with positive results in at least three

tests; Indeterminated samples, samples which showed

positive in two tests and negative in other two tests (De

Giuseppe et al., 2004).

Table 1 - Classification criteria of samples for diagnostic tests

comparison

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4

Positive + + + +

Positive + + + -

Negative - - - -

Negative - - - +

Indeterminated - - + +

The relative sensitivity, relative specificity,

Younden’s index and confidence interval of the tests

were calculated considering the interpretation criteria

and the software Win Episcope 2.0. The analytical

sensitivity and specificity was done with OIE

reference sera NR33 and E4 diluted 1/10, kindly

donated by, respectively by Dr. Mark Horigan (VLA

Weybridge) and Dr. Rikke Hoff-Jørgensen (Danish

Veterinary Laboratory), respectively. NR33 serum

does not contain antibodies to BVDV, Herpes Virus

Bovine 1 (HVB1) and BLV. E4 serum does not contain

antibodies to BVDV, HVB1, Parainfluenza 3 e

Respiratory Sincicial Virus.

In consequence of the criteria used, 173 of 288

available samples were considered negative, and 106

were considered positive by the serological tests. Nine

samples which were considered inconclusive were

excluded from the analysis.

The commercially available ELISA tests, the AGID

and the rgp51 ELISA had analytical sensitivity and

specificity in accordance with OIE requirements

(2004).

The number of samples correctly identified as positives

and negatives are presented in Table 2, which

also shows the number of samples with false diagnosis

(Seven false negatives in AGID, and three false

positives in VMRD and IDEXX elisas) in accordance

with the criteria described in the Table 1. Two hundred

and seventy-nine samples were tested. AGID did not

detect 7 seropositive bovines, and VMRD and Idexx

ELISA tests had 3 false positives each. These results

are similar to the observed by Simard (2000).

Table 2 - Evaluation of serologic tests in Brazilian samples

TESTS

Results rgp51 VMRD IDEXX

AGID

ELISA ELISA ELISA

Negatives 173 173 170 170

Positives 106 99 106 106

Incorrect 0 7 3 3

Table 3 shows the relative sensitivity, relative

specificity, Younden’s and confidence interval (95 %)

values for each serological test. The rgp51 ELISA

had 100 % sensitivity and specificity. AGID had the

lowest sensitivity value. The ELISA tests presented

similar sensitivitiy, specificity and execution time. As

observed by De Giuseppe et al. (2004), rgp51 ELISA

Sample classification
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presented the highest specificity which is probably

due to difficulties in purification of antigen originated

from FLK cells and the occurrence of cross reactions

with non specific antigens, and/or by the use of FLK

cells infected with BVDV (Bolin et al., 1994; Beier et

al., 2004). From the practical point of view, IDEXX

ELISA has one disadvantage, which is the need to

retest the positive samples in one confirmation plate.

The high prevalence of BLV in dairy herds in Brazil

(Camargos et al., 2002), may render it not viable in the

current format.

Table 3 - Relative sensitivity, relative specificity, Younden’s and

confidence interval of serologic tests for BLV

rgp51 VMRD IDEXX

AGID

ELISA ELISA ELISA

93,4

Sensitivity (%) 100,0 100,0 100,0

(88,7-98,1)

98,3 98,3

Specificity (%) 100,0 100,0

(96,3-100) (96,3-100)

0,93 0,98 0,98

Younden’s index (%) 1,0

(0,89-0,98) (0,96-1) (0,96-1)

Confidence interval (95 %)

Although AGID has the lowest sensitivity and the

FLK cells used for AGID antigen production had been

infected by BVDV (data not shown), this test continues

to be the most practical and inexpensive, when compared

with commercially available ELISA kits. For the

realization of epidemiological studies and control

programs in Brazil, where a large number of samples

is used, it is necessary to develop ELISA tests with the

capacity to detect antibodies in serum and milk,

preferentially using recombinant antigens, or those

originated from cell lines free of BVDV, since BVDV

is capable of inducing false positive reactions (Bolin

et al., 1994; Beier et al., 2004). The rgp51 antigen

produced in baculovirus proved to be a good alternative

to antigen produced in FLK cells.

Table 4 shows the results of serological and PCR

tests applied on 114 samples and following criteria

of Table 1. The criteria used to classify samples

for comparison of serologic tests was not applied for

serologic and PCR tests comparison.

Table 4 - Evaluation of serologic and PCR tests

Tests results

rgp51 VMRD IDEXX

AGID PCR

ELISA ELISA ELISA

Negatives 51 55 47 49 50

Positives 63 59 67 67 64

When serologic tests and PCR are compared, it was

observed that AGID detected a lower number of

positive animals. The PCR did not detect 8 samples

that were positive in all the serologic tests and 2 that

were positive in all the ELISA tests. On the other

hand, PCR detected BLV proviral DNA in blood from

9 animals that tested negative in all the serologic tests.

Those results show, again, a disparity between direct

and indirect tests (Camargos et al., 2003).

In some situations, serologic tests may fail to

identify infected animals. Some examples of these

situations are the birth (Gentile et al., 1985; Ebertus

et al., 1987), recently infected animals (it is possible

that in some cases antibody detection occurs just only

three weeks after infection (De Boer et al., 1987),

permanently seronegative animals, transient or permanent

low level of antibodies, and animals simultaneously

infected with BVDV which show depressed

immune response to BLV (Roberts et al. 1989;

Klintevall et al., 1994). All possible precautions were

taken to prevent PCR cross-contamination. DNA

extraction was performed in a place free of amplified

products, gloves were changed frequently, and negative

controls were employed (water and MDBK cells).

The fail to detect infected bovines by PCR may be

due to low number of infected lymphocytes (Eaves et

al., 1994; Reichel et al., 1998), low concentration of

BLV proviral DNA in infected lymphocytes (Molloy et

al., 1994), restricted infection of lymphoid organs

(Klintevall et al., 1994), as described in HIV patients

(Edginton, 1993) and the presence fo due to Taq DNA

polymerase inhibitors in DNA samples (Panaccio and

Lew, 1991). The use of nested-PCR may improve PCR

sensitivity (OIE, 2004).

The infection stage, host-virus interactions, including

the number of infected cells or the number of

copies of proviral DNA per cell, the regulation of viral

antigen expression, the immune response induction

and the lymphocyte proliferation may all, directly or

indirectly, influence the BLV detection (Cockerell and

Rovnak, 1988).

PCR may be used for BLV detection in young calves

fed with colostrums from seropositive cows, in tumor

cases, to differentiate sporadic from infectious

lymphomas, in tumor tissues from suspected cases

collected in slaughterhouses, in recent infections,

before the development of antibodies, in doubtful

reactions or weak positive reactions in ELISA tests,

for the monitoring of bovines in progeny tests before

the use in artificial insemination centers, and in

bovines used for vaccine production (Ballagi-Pordany

et al., 1992; OIE, 2004).

In the evaluated samples the rgp51 ELISA gave better

results than the others serologic tests used. Our

PCR test should be improved by using nested primers

or by changing the used primers. Future experiments

using p24 ELISA, a new PCR test, with samples from

herds free of the disease and the follow up of the aniCamargos
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mals with discordant results would help to evaluate the

diagnostic tests and the BLV relationship with the

host.
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Resumo: As mastites subclínicas (MSC) em cabras leiteiras

constituem um problema subavaliado em Portugal, embora

numerosa bibliografia internacional faça prever a sua importância

no nosso País. Neste trabalho seguiu-se um rebanho de 34

cabras Serranas ao longo de toda uma campanha, recolhendo-se

um total de 1295 amostras de leite a partir de metades

mamárias. Estas amostras foram sujeitas a contagem de células

somáticas (CCS), pelo método fluoro-opto-electrónico (Foss

Electric, Dinamarca), tendo sido realizadas, pelo menos, quinze

colheitas por animal ao longo de toda a lactação. A análise de

resultados recorreu ao método preconizado por de Crémoux et

al. (1996), mais tarde actualizado por de Crémoux (2000), por

não haver trabalhos realizados em raças portuguesas. Os

resultados apontaram para 41,2% de animais não infectados,

17,7% de animais infectados com patogénicos menores (pm) e

41,1% de animais infectados com patogénicos maiores (pM),

num total de 58,8% de animais ostentando uma presumível

mastite subclínica. Conclui-se como sendo urgente o estudo das

principais raças caprinas e ovinas leiteiras nacionais, com

o objectivo de estabelecer valores de células somáticas susceptíveis

de serem utilizados como limiar de diagnóstico de

mastites subclínicas, quer em animais individuais quer em leite

de tanque.

Summary: Subclinical mastitis in milking goats has never been

evaluated in Portugal, although many international scientific

papers suggest the existence of an unapparent problem in

Portuguese flocks. Thirty four Serrana goats were used in this

study and data concerned all milking season. Somatic cell

counts were performed from 1,295 samples collected from

individual half udders using the fossmatic method (Foss

Electric, Denmark). Results were analyzed according to de

Crémoux et al. (1996) and de Crémoux (2000), since there is no

reference method for Portuguese breeds. Results showed 41.2%

not infected goats, 17.7% minor pathogens infected goats and

41.1% major pathogens infected goats, i.e., 58.8% of all goats

were possibly infected. These results indicate the urgency to

carry out extensive investigation work in Portuguese goat

milking breeds, as probably in autochthonous ewe milking

breeds, to establish a somatic cell threshold for subclinical intra

mammary infection diagnosis.

Introdução

A tendência crescente de incrementar, globalmente,

a qualidade do leite, melhorar o bem-estar animal e

proteger a saúde pública deve apoiar-se em estudos

que permitam atingir estes objectivo com mais rigor,

eficiência e rapidez. A utilização de leite cru de ovelha

e de cabra (Fthenakis, 1994; Queiroga et al., 1997;

Mendonça, 1998) na elaboração de produtos com

Denominação de Origem Protegida enquadra-se

perfeitamente nesta tendência geral de controlo de

qualidade, desde a produção até à mesa do consumidor.

À semelhança do que já se faz com a espécie

bovina, a contagem de células somáticas (CCS) pode

ser um auxiliar de valor na prossecução deste objectivo,

ainda que seja necessário proceder à avaliação prévia

deste parâmetro nas principais raças caprinas e ovinas

leiteiras nacionais, pois sabe-se que, nestas duas

espécies em especial, este parâmetro varia muito em

função da raça e de diferentes características fisiológicas

e zootécnicas (Bergonier et al., 1996).

Em Portugal, a diminuta produção de trabalhos

científicos nesta área não permite utilizar a CCS como

indicador do estatuto sanitário dos rebanhos, no que a

MSC se refere, sendo necessário recorrer a bibliografia

internacional, que concerne a raças, sistemas de

produção e realidades muito diferentes. O presente

trabalho é um estudo exploratório destinado a

conhecer a extensão deste problema no nosso País e

servir de base à execução de futuros trabalhos de

investigação neste domínio. Nele procura-se interpretar

os resultados das CCS em leite de cabra, ainda que

utilizando como referência os valores padrão propostos

por de Crémoux et al. (1996) e de Crémoux (2000).

Os seus resultados permitirão conhecer a situação

sanitária do rebanho estudado, que se crê ser semelhante

à da maioria dos rebanhos desta zona do País, e

servir de base ao estabelecimento de metodologias de

trabalho adaptadas às condições regionais de produção

leite de cabra.
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Material e métodos

Este estudo foi realizado em Bragança, mais

precisamente na Quinta de Sta. Apolónia, pertencente

à Escola Superior Agrária de Bragança (ESAB), entre

21 de Janeiro e 31 de Julho de 2000. Nele foram

utilizadas 34 cabras da raça Serrana. Estas foram

alimentadas em pastoreio de prados naturais e suplementadas,

em grupo, com 350-400 g/dia/animal de

concentrado comercial. Esta prática é cada vez mais

corrente na região, em especial entre os criadores da

raça Serrana, sendo a Associação da raça fornecedora

de concentrados de qualidade controlada aos seus

associados.

Em relação à idade das fêmeas o rebanho segue a

prática generalizada de substituir as fêmeas mais

velhas de acordo com a sua vida útil – cerca de 5 anos

– o que representa uma percentagem de substituição

de cerca de 20%. Assim, o rebanho era composto por

fêmeas com idades entre os 14 meses e os 5 anos em

número aproximadamente igual.

O número de crias por parto era aproximadamente

de 1,5 crias, valor próximo da média da raça. O

desmame foi feito imediatamente antes de se dar

início à recolha de dados, ou seja, cerca de 60 dias

após o parto, pelo que todas as fêmeas iniciaram a

lactação no início do 3º mês post parto. Depois do

desmame, as cabras foram ordenhadas, uma vez por

dia (pelas 8h 30m da manhã), com recurso a uma

máquina de ordenha portátil. Para além do acto de

recolha das amostras, em momento algum se praticou

a ordenha manual.

A vacinação preventiva de mastites nunca foi

efectuada, embora a vacinação contra a enterotoxémia

seja prática corrente.

Contagem de células somáticas (CCS)

Ao longo de toda a campanha procedeu-se, semanalmente,

à colheita cuidadosa de amostras de leite, a

cada uma das metades mamárias, em tubos de ensaio

higienizados, a que se adicionou um conservante

(Panreac cod. 174478). As amostras foram enviadas

para o Laboratório Regional de Sanidade Animal da

AGROS – Porto. As CCS foram realizadas num

equipamento Fossmatic. O total de amostras recolhidas

foi de 1295, num período de seis meses.

A metodologia utilizada no diagnóstico de MSC foi

a proposta por de Crémoux et al. (1994), mais recentemente

actualizada por de Crémoux (2000), segundo

a qual as CCS devem ser interpretadas de forma

dinâmica, com recurso a várias contagens sucessivas.

Assim, estabelece-se um limite mínimo de 750x103

CS/ml (células somáticas/ml), abaixo do qual devem

situar-se, pelo menos, quatro de seis contagens sucessivas,

e que representa o limiar abaixo do qual as

fêmeas se encontram não infectadas (sãs). Um segundo

limite, no valor de 1750x103 CS/ml, estabelece a

fronteira acima da qual as fêmeas se encontram

infectadas com pM. Neste caso, considera-se que duas

ou mais contagens superiores a este limiar indiciam

um estado de infecção subclínica com as espécies

microbianas mais virulentas. Finalmente, o intervalo

compreendido entre estes dois limites (750x103 CS/ml

a 1750x103 CS/ml) engloba todos os outros casos,

onde se incluem todos os animais considerados infectados,

embora com agentes patogénicos menos virulentos

para o animal e para o homem. Estes últimos

compreendem vários grupos de microrganismos sem

grande significado em termos de saúde pública, mas

que podem abrir caminho ao aparecimento de microrganismos

mais perigosos. Consideram-se patogénicos

maiores aqueles microrganismos causadores de problemas

potencialmente mais graves, em termos de

Sanidade Animal e de Saúde Pública, como sejam:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter

jejuni, Corynebacterium pyogenes, Klebsiella

spp, Bacillus cereus, Pasteurella multocida, Pasteurella

haemolytica, Pseudomonas spp, entre outros de

menor significado. De entre aqueles considerados

patogénicos menores contam-se: Corynebacterium

bovis, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus

hiycus (Perrin e Baudry, 1993; Radostitis et al., 1994;

Poutrel et al., 1996), entre outros.

Presentemente, na União Europeia, não existem

limites máximos legais para o número de células

somáticas no leite de cabra. Este valor, nos Estados

Unidos, é de 106 CS/ml (Paape e Contreras, 2000;

Paape, 2000).

Análise estatística

No sentido de identificar diferenças estatisticamente

significativas entre alguns parâmetros,

efectuaram-se análises de variância (Steel e Torrie,

1980). A comparação entre médias realizou-se

segundo o teste de Bonferroni/Dunn (Dunn, 1961).

Com o intuito de se compararem frequências, utilizou-

-se o teste do 2 (Snedecor e Cochran, 1980).

Resultados

No decurso deste estudo, 41,2% das cabras permaneceram

sempre sãs e 58,8% estiveram, nalgum

momento, infectadas por microrganismos patogénicos

(2 = 6,480; P≤0,05), como se pode verificar no

Quadro I. Das cabras infectadas, 30,0% foram-no por

patogénicos maiores e 70,0% por patogénicos

menores (2 = 32,000; P≤0,001).

Quadro 1 - Percentagens e números totais de cabras sãs e

infectadas por agentes patogénicos com diferentes graus de

virulência.

Estatuto sanitário/Intervalos de Células Somáticas % Nº

total

Animais sãos (<750.000 CS) 41,2 14

Animais infectados (>750.000 CS) 58,8 20

Infectados por pm (>750.000<1.750.000 CS) 17,7 6

Infectados por pM (>1.750.000 CS) 41,1 14

Total 100 34

CS – células somáticas.
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Em termos semanais, o valor médio das CCS de

todo o rebanho situou-se quase sempre ao nível de

infecção com agentes de baixa patogenicidade (entre

os dois limites), aspecto ilustrado na Figura 1. A

média global foi mesmo de 1111x103 ±356x103 CS/ml

de leite (c.v.=32,1%).

Após avaliação individual das curvas de eliminação

de células somáticas (CS), as cabras foram divididas

em três grupos distintos: cabras não infectadas (sãs),

cabras infectadas por pm e cabras infectadas por pM

(Figura 2). Em média, o leite das cabras sãs possuía

642x103 ±399x103 CS/ml (c.v.=62,2%), o das cabras

infectadas por pm 854x103 ±321x103 CS/ml

(c.v.=37,5%) e o das cabras infectadas por pM

1455x103 ±420x103 CS/ml (c.v.=28,9%).

Discussão

Tratando-se de um estudo preliminar, que conta com

a limitação de não ter sido possível fazer a recolha

sistemática das amostras de leite em assepsia a cada

metade mamária, para diagnóstico bacteriológico, não

foi dada grande relevância a outros factores responsáveis

pelas variações fisiológicas do número de células

somáticas, nomeadamente a fase da lactação, a idade

das fêmeas (nº de partos), o número de crias e o tipo

de ordenha, manual ou mecânica, entre outros. Aliás,

as regras utilizadas para o diagnóstico de MSC,

propostas por de Crémoux et al. (1996) e de Crémoux

(2000), que neste trabalho quisemos testar para a raça

Serrana, não incluem a análise directa dos diferentes

factores responsáveis por esta variação fisiológica do

número de CS no leite, pelo que o delineamento não

previu a análise da sua influência.

O objectivo deste trabalho não foi, assim, a análise

aprofundada da influência destes parâmetros na eliminação

de CS, que só seria viável se correlacionados

com as variações de CS das metades mamárias com

diagnóstico bacteriológico negativo, mas sobretudo

testar a sua triagem em grupos de diferente status

sanitário, mediante critérios previamente definidos.

De um modo geral, considera-se que a fase da

lactação é o parâmetro mais influente na variação

fisiológica da eliminação de CS, com as contagens

celulares a subir regularmente desde o início ao fim da

lactação (Bergonier et al., 1996; Paape, 2001).

Variações para um lado e outro desta tendência são

normais e frequentes, devidas ao efeito de diluição ou

concentração com origem, respectivamente, no

aumento ou diminuição da produção de leite

(Bergonier et al., 2003).

A este respeito Contreras et al. (1996) mostra ser a

meia lactação (segundo e terceiro meses) a fase em

que a contagem de células somáticas é mais eficiente,

para efeitos de diagnóstico de infecção intra-mamária,

evitando assim os períodos extremos, inicial e final.

Ainda de acordo com Bergonier et al. (2003) esta

metodologia de diagnóstico pontual é menos eficiente

que uma aproximação dinâmica, baseada em leituras

sistemáticas e apoiada em dois a três limites de

aceitação (resultado duvidosos ou infectados com

patogénicos menores, respectivamente, para os ovinos

e caprinos). O número de partos é também causa de

aumento das contagens celulares (Sánchez et al.,

1999), sem que essa variação possa comprometer a

sua utilidade.

A eventual infecção pelo vírus da artrite - encefalite

caprina, frequente na região (Fevereiro, M., comunicação

pessoal), não foi pesquisada. No entanto,

estudos recentes apontam para uma influência reduzida

no aumento de células somáticas no leite das fêmeas

seropositivas (Aleandri et al., 1996; Turin et al.,

2005). A influência directa desta patologia na variação

das contagens celulares deveria no futuro ser melhor

avaliada (Bergonier et al., 2003).

Muito embora a eventual presença de micoplasmose

não tenha sido objecto de pesquisa prévia, registos de

vários anos do rebanho em causa apontam para um

estatuto de não infecção por este organismo, uma vez

não há qualquer indício da sua sintomatologia, como

septicemias, poli artrites ou conjuntivites. Autores

como Bergonier et al. (1996) e Contreras et al. (2007)

consideram que o aumento de CS no leite de fêmeas

com esta patologia é exuberante, o que não se verificou

(animais sãos 642x103 ±399x103 CS/ml, cabras

infectadas por pm 854x103 ±321x103 CS/ml, cabras

infectadas por pM 1455x103 ±420x103 CS/ml),

comparativamente com valores frequentemente citados

na literatura internacional.

Por fim, o significado das flutuações celulares em

leite de cabra não está ainda totalmente compreendido,

Figura 1 - Valores médios semanais das contagens de células somáticas

(x 103 CS/ml).

Figura 2 - Valores médios semanais das contagens de células somáticas

observados entre as cabras não infectadas, infectadas com pm e com pM.
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sendo certo que a infecção intra-mamária é a causa

mais importante de variação das contagens celulares e

a contagem destas, o método mais fiável de presunção

do status sanitário das fêmeas do rebanho

(MacDougall et al., 2001; Bergonier et al., 2003)

Em consequência, cada um destes parâmetros influi

na curva de eliminação de CS de cada animal, razão

pela qual se construiu uma curva relativa a cada

fêmea. Foi a análise cuidadosa de cada uma destas

curvas que serviu de base à distribuição das fêmeas

correspondentes pelas diferentes categorias (sãos,

infectadas com patogénicos menores e infectadas com

patogénicos menores) segundo as supracitadas regras

de decisão, sendo que esta análise individual reflecte o

efeito da fase da lactação, número de partos e demais

causas de variação fisiológica.

Após a formação dos grupos, estes resultados

individuais das curvas de eliminação de CS foram

traduzidos em médias de cada um dos grupos formados,

para efeitos de apresentação gráfica sintética,

como se pode visualizar na Figura 2.

Podemos assim considerar, sob estes condicionalismos,

que a influência daqueles parâmetros se encontra

implícita nas curvas apresentadas.

De entre os resultados obtidos no decurso deste estudo,

salientamos que 41,2% das cabras permaneceram

sempre sãs e 58,8% estiveram, nalgum momento, infectadas

por microrganismos patogénicos (2 = 6,480;

P≤0,05) (Quadro 1). Das cabras infectadas, 30,0%

foram-no por patogénicos maiores e 70,0% por

patogénicos menores (2 = 32,000; P≤0,001). Como

consequência deste facto, e dependendo da espécie

microbiana implicada, dos factores intrínsecos e

extrínsecos à maturação do queijo, à conservação e à

sensibilidade particular do consumidor, podem sobrevir

eventuais acidentes de saúde pública. Por outro lado, as

fêmeas infectadas produzem geralmente menos leite

(Bergonier et al., 1996; Kalantzopoulos, 1996; Baudry

et al., 1996; Jaubert et. al., 1996) e de pior qualidade

higiénica (Contreras et al., 1994) e tecnológica

(Pasquini et al., 1996; Pellegrini et al., 1996; Pirisi et

al., 1996; Pizzilo et al., 1996; Morgan, 2000; Pirisi

et al., 2000). Acresce ainda o facto do leite produzido

por estas fêmeas poder ser nutricionalmente deficitário

e estar na origem de diarreias, com reflexos nas taxas de

sobrevivência e de crescimento dos cabritos. Estudos

recentes indiciam a possibilidade da quebra de produção

de leite, em cabras, ser diminuta ou inexistente,

assim como não ser sempre possível associar altas

contagens celulares a infecções evidentes. Estes resultados

contrariam estudos ante-riores, de acordo com

os quais o estado de infecção tem como consequência

a diminuição da produção de leite (Baudry et al.,

1996; Jaubert et al., 1996), o aumento de células

somáticas no leite (Contreras et al., 1999; Leitner et

al., 2004), além da nossa própria experiência, em trabalhos

anteriores (não publicados), diferenças que

poderão ter como causa diferenças metodológicas

(raça, técnicas utilizadas), variações celulares devidas

a causas não infecciosas ou simplesmente a incerteza

própria da metodologia de diagnóstico. Por outro lado,

é sabido que diferentes agentes patogénicos podem

suscitar respostas celulares de dimensão muito diferente

(Haenlein, 2002). A validação deste método

necessita assim de uma confirmação rigorosa, que

permita elucidar a real influência da infecção intra-

-mamária na eventual perda de produção, mais frequentemente

relatada em ovinos do que em caprinos,

razão pela qual seria interessante a realização de mais

trabalho neste domínio, à semelhança do estudo muito

abrangente conduzido por Peris et al. (1996), em ovelhas

de leite, onde essa associação ficou quantificada. A

generalidade dos autores continua, contudo, a considerar

que a CCS é um dos métodos mais fiáveis para o

diagnóstico de mastites subclínicas em cabras de leite.

Em termos semanais, o valor médio das CCS de

todo o rebanho situou-se quase sempre ao nível de

infecção com agentes de baixa patogenicidade, entre

os dois limites (Figura 1). A média global foi mesmo

de 1111x103 ±356x103 CS/ml de leite (c.v.=32,1%).

Neste trabalho, porque não foi feita a confirmação das

MSC por um método de referência não se podem

inferir, com certeza absoluta, os estados de infecção.

Contudo, se se aceitarem como válidos, para esta raça

e sistema de exploração, os limites propostos por de

Crémoux et al. (1996) e de Crémoux (2000), os resultados

obtidos indiciam uma prevalência importante

desta patologia no rebanho estudado.

Após avaliação individual das curvas de CCS, as

cabras foram divididas em três grupos distintos:

cabras não infectadas (sãs), cabras infectadas por pm

e cabras infectadas por pM (Figura 2). Em média, o

leite das cabras sãs possuía 642x103 ±399x103 CS/ml

(c.v.=62,2%), o das cabras infectadas por pm 854x103

±321x103 CS/ml (c.v.=37,5%) e o das cabras infectadas

por pM 1455x103 ±420x103 CS/ml (c.v.=28,9%).

Apenas a diferença observada entre cabras sãs e

cabras infectadas por pm foi estatisticamente não

significativa (P>0,05). As restantes diferenças revelaram-

se muito significativas (P≤0,001). Assim,

considerou-se que o limiar superior (1750x103 CS/ml)

pode ser válido para distinguir entre metades

mamárias infectadas com pM ou com pm, mas já o

limite inferior (750x103 CS/ml) poderá ser demasiadamente

baixo ou alto para distinguir entre glândulas

mamárias sãs e glândulas mamárias infectadas. Esta

questão só poderá se elucidada mediante o estudo

extensivo da relação entre as MSC e a eliminação

celular, com recurso ao diagnóstico microbiológico e

correlação com o número de células somáticas eliminadas

no leite, para esta raça.

Ao que tudo indica urge, efectivamente, proceder ao

rastreio rigoroso de MSC em caprinos, como forma de

defender o bem-estar animal, a qualidade do leite e

dos produtos lácteos, a economia da exploração e a

saúde pública.
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Conclusões

Os resultados observados neste estudo indiciam a

existência de uma importante prevalência de MSC

entre as cabras da raça Serrana. A utilização de regras

de decisão propostas para outras raças é normalmente

abusiva, mas permite um exercício de avaliação e

fornece um termo de comparação. Em Portugal deverá

ser feito um esforço no sentido de estudar a incidência

desta patologia entre as raças caprinas e ovinas

nacionais, para que se possam estabelecer limites

susceptíveis de permitir decisões seguras por parte das

autoridades (legislação e fiscalização), dos produtores

e dos industriais nacionais.
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Origens

Christiano Alfredo Shepard Cruz ou Cristiano

Sheppard Cruz ou ainda Christiano Cruz, nasceu na

freguesia de Nossa Senhora d’Assumpção, Distrito de

Leiria, filho de Alfredo Eduardo Cruz e de D. Berta

Sheppard Cruz, no dia 6 de Maio de 1892. Na cidade

de Leiria realizou os seus estudos primários. Seu pai,

que era militar, conseguiu ser transferido, primeiramente

para Santarém para que ele realizasse o curso

geral dos liceus do 1º ao 5º ano e depois para Coimbra,

para que pudesse frequentar o curso complementar,

6º e 7º do ensino secundário no respectivo Liceu,

completando-o em 1910.

Formação Profissional

Seu pai aconselha-o a matricular-se no Curso de

Veterinária, pois em sua opinião teria uma carreira

assegurada, pelo menos no exército. Christiano, obedientemente,

frequentou a Escola de Veterinária de

1910 a 1915, revelando-se um bom aluno.

No seu tempo a Escola de Veterinária estava ainda

sob a reorganização do ensino feita pouco depois da

proclamação da República, ao abrigo do disposto no

Decreto de 12/12/910. O Instituto de Agronomia e

Veterinária fora então dividido em dois estabelecimentos.

O Instituto Superior de Agronomia ocupou

instalações na Tapada da Ajuda. A Escola de Medicina

Veterinária continuou na velha Quinta da Cruz do

Tabuado, que até então partilhara com a Agronomia, e

onde permaneceu até 1999. A área inicial foi sendo

pouco a pouco devorada pela urbanização de Lisboa e

as instalações reduzidas progressivamente até a um

mínimo quase incomportável, como todos sabemos.

Pouco tempo depois da defesa da sua tese a Escola

foi ainda objecto de mais outra reforma, pelo Decreto

com força de Lei de Julho de 1918 (reforma Sidónio

Pais), passando a designar-se Escola Superior de

Medicina Veterinária – provavelmente uma manifestação

de reconhecimento do ditador, pois o esquadrão

do Hospital Veterinário, sob o comando do tenente

médico veterinário Gualdino de Brito Vasques (de

quem o autor foi aluno de Doenças Infecto-

Contagiosas) tomou o seu partido, ocupando posições

na Rotunda, como referem diversos jornais da época.

Alfredo Christiano Sheppard Cruz foi um profissional

distinto, mas foi também e talvez principalmente,

um notável artista plástico de referência na

História da Arte Moderna no nosso país.

Actividade como artista plástico

Como artista plástico, sob o nome de Christiano

Cruz, ele não foi uma ficção. Existiu e tem uma obra

produzida, talvez possamos dizer "freneticamente",

num período de 6-7 anos (Rodrigues, 1989).

Segundo Travassos Dias (1950) quase toda a sua

produção artística estendeu-se por numerosos jornais

e revistas da época, tais como: "Gorro", "Farsa",

"Centauro", "Águia", "Novidades", "A Luta", "A

Rajada" e foi extraordinariamente valiosa «... pelo

talento e rigor do traço, elevada intuição plástica e

espontaneidade que imprimia aos seus desenhos reveladores...

de uma correcção técnica e de um acentuado

individualismo, atributos que tiveram poderosa

influência na formação estética de grande parte dos

seus camaradas de arte».

Na sua juventude foi companheiro de nomes

Grandes na Arte Moderna Portuguesa, tais como

Barradas, Almada Negreiros, Bernardo Marques...

Segundo Augusto França (1985) “...a sua lembrança

acode aos companheiros desse período como o

primeiro de todos, pela sua cultura e pela maturidade

artística”. Foi Christiano Cruz quem forneceu uma

arma caricatural e cruel contra os adversários

académicos baptizando-os de "botas-de-elástico...”,

alcunha que entrou depois na linguagem corrente, até

aos nossos dias. O seu nome e a sua personalidade

artística são abundantemente referidas por José

Augusto França, a quem coube o privilégio de retirar

o seu nome e a sua obra do quase esquecimento em

que se encontrava, incluindo-os destacadamente na

sua obra "A Arte em Portugal no século XX" (Augusto

França, 1985). Até então ele ter-se-ia transformado

"numa espécie de mito, pois a sua lembrança acudia

apenas aos seus companheiros como o primeiro de

todos. Nessa fase que José Augusto França considera
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como primeira “...participam as suas excelentes caricaturas

e desenhos humorísticos [...] até um traço

admiravelmente sintético que nenhum outro artista

tinha então”.

Sabe-se que publicou o seu primeiro desenho no

"Jornal dos Alunos" do Liceu de Coimbra, em

Novembro de 1910 – com cerca de 13 anos de idade –

imediatamente se revelando como humorista e desenhador

original e talentoso. Em 1912, já residente em

Lisboa, participou no I Salão dos Humoristas

Portugueses. Na fotografia do acontecimento

– inaugurado pelo

Presidente da República, Dr.

Manuel de Arriaga – Christiano

Cruz aparece bem visível. Já nessa

época, entre as absorventes funções

oficiais de Presidente, sobressaía a

de inaugurador de exposições e benemérito

auxiliar dos artistas... comprando-

lhes um ou dois quadrinhos,

pagos pelo orçamento do estado...

Nesse tempo vivia-se ainda sob a

influência do grande Rafael Bordalo

Pinheiro – o pai dos humoristas portugueses.

O próprio Salão fora obra

do seu filho Manuel Gusmão.

Christiano Cruz entendia que os

tempos haviam mudado, que tinha

chegado a altura dos artistas se libertarem

do passado, de criarem o seu próprio estilo, de

recrearem, de inovarem. Essa posição, a fina ironia

dos seus desenhos, o seu inconformismo, irritaram o

conservadorismo reinante, para quem Bordalo

Pinheiro seria inultrapassável. Christiano abordava

temas e figuras da sua época; recusava-se a praticar,

dominantemente, a caricatura política, apresentando

novas formas e novos tipos de desenho humorístico.

Caricaturava outras pessoas, novas figuras com usos e

costumes semelhantes. Foi por isso considerado um

"homem temível", aos 20 anos de idade.

No ano seguinte, a 6 de Junho de 1913, ainda participou

no II Salão dos Humoristas Portugueses. Nessa

exposição Christiano Cruz foi considerado como "um

novo que já é mestre dos novos". Contudo, o grupo

dos "conservadores bordalistas" continuava dominante.

Houve forte polémica jornalística, durante a

qual Christiano Cruz lançou a sua palavra de ordem,

declarando: "A Guerra à bota-de-elástico!". Talvez

tenha então começado a sua desilusão como artista

plástico, pois o meio cultural e artístico eram, de

facto, fortemente limitativos, condicionados e condicionantes

(Mendes, 1989).

Em 1915 afirmava que "o meio não estimula

ninguém". Por esse tempo estaria já frequentando o 5º

ano de Veterinária. Decidiu então abandonar a vida

artística e dedicar-se apenas ao curso e à profissão

escolhida ou talvez mesmo pensando no exílio, como

forma de protesto e de fuga ao meio.

Em 1917, já com o curso de Medicina Veterinária

completo, mas sem ter ainda defendido a sua "dissertação

inaugural", serviu em França como alferes

médico veterinário miliciano do Corpo Expedicionário

Português (Rodrigues, 1989). Dessa sua

experiência deixou-nos, também, algumas memórias

do seu dom artístico, desenhando o álbum "Cenas de

Guerra", a lápis e tinta-da-china e executando algumas

pinturas de inspiração local. Depois do armistício

regressou a Portugal.

Mas antes disso interrompera a

estadia em França, no mês de

Março de 1918 para vir a Lisboa

defender com sucesso, a sua dissertação

intitulada: "Sobre o oxigénio

em terapêutica", e adquirir o titulo

de Doutor nos termos da Lei, com a

classificação final de 15 valores –

"Bom" – e classificação de curso de

14 valores. Como filho obediente

decidiu então seguir a carreira militar,

mas a obrigatoriedade de fazer

um exame profissional de admissão

não foi aceite pelo seu espirito

rebelde e desistiu. Parece que seu

pai teria novamente alguma interferência

aconselhando-o a servir

nas colónias, onde ele também já

estivera, pois seria uma oportunidade

para ganhar dinheiro. Mais uma vez obedeceu

e, desgostoso como se encontrava do meio artístico

português, embarcou em 1919 com destino a

Moçambique, para uma comissão de serviços de cinco

anos dando início à "...viagem de desaparição ..."

(Rodrigues, 1989) deixando quase de lado toda a

actividade artística, como parece deduzir-se da notícia

necrológica feita nos seguintes termos "... além de técnico

estudioso, muito culto e de grande probidade

profissional... era dotado de um temperamento de verdadeiro

artista que muito cedo se revelou como desenhista

e, principalmente, como caricaturista, cuja originalidade

o colocou em lugar de relevo entre os artistas

da sua geração" (Travassos Dias, 1950). Parece-nos,

por isso, que durante a sua longa permanência em

Moçambique nada produziu de importante no campo

das artes plásticas. De facto a sua actividade artística

foi quase nula limitando-se a um retrato da esposa, um

desenho da primeira filha e a um cartaz que foi

desclassificado pelo de um amador... e que marcou o

fim da sua vida como artista plástico.

Christiano Cruz foi encontrar uns Serviços

Veterinários precários, com um efectivo insuficiente

para satisfazer as necessidades do país, sob a direcção

extremamente activa do colega João Botelho e ainda

enquadrados na Secretaria Provincial de Agricultura,

da qual só viria a libertar-se no começo dos anos vinte.

Devia sofrer horrivelmente com o seu isolamento...

Em 1920 participou ainda no 3º Salão dos

Christiano Cruz em 1922
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Humoristas Portugueses, no Porto, apresentando 3

trabalhos, apesar de ausente em África.

Em 1923, sem ter completado a sua comissão de

serviço, veio a Lisboa para se casar e regressou a

Moçambique.

Em 1940 desenha alguns candelabros e candeeiros e

um friso de crianças e flores numa escola de pessoa

amiga. Neste período desenhou ainda o seu último

auto-retrato.

Na data do cinquentenário do seu falecimento, foi

homenageado, em Lisboa, com várias exposições retrospectivas

com destaque para as realizadas no

Museu Bordalo Pinheiro e no Centro de Arte Moderna

José de Azeredo Perdigão da Fundação Calouste

Gulbenkian. Segundo o Professor Mário Brás (informação

pessoal) esta exposição englobava também

obras a tinta da China, aguarela sobre cartão, óleo

sobre cartão, tinta da China sobre papel, tinta da China

sobre grafite e guache sobre papel da autoria de

Christiano Cruz. A sua obra – ou pelo menos parte do

que dela foi possível recuperar – faz parte da Colecção

de Arte Portuguesa do Centro de Arte Moderna da

Fundação Calouste Gulbenkian; outra está nas mãos

de familiares e de particulares. Uma boa parte dos

trabalhos produzidos ter-se-á, certamente, extraviado.

A alguns aspectos da sua actividade artística já nos

referimos também, em trabalho publicado na Revista

Portuguesa de Ciências Veterinárias (Mendes, 1989).

Em Outubro de 1993 foi realizada uma importante

iniciativa para comemoração do I Centenário do seu

nascimento na Galeria de Exposições Temporárias do

Museu Rafael Bordalo Pinheiro, sob responsabilidade

da Câmara Municipal de Lisboa com a publicação de

um importante catálogo - Christiano Cruz: 1892-1951:

retrospectiva; coordenação Paulo Pereira; fotografia

António Rafael. Na respectiva nota de apresentação, o

Dr. João Soares, ao tempo vereador do Pelouro da

Cultura escreve: "Esta exposição... acaba por nos

revelar, de facto, a obra de Christiano Cruz... e por nos

desvendar algo da (aparentemente) impenetrável

personalidade e humanidade de Christiano: a de um

homem e a de um artista coerentes no necessário

confronto com o seu tempo ... É da sua luta contra o

conservadorismo estético que nos dá também conta a

sua obra riquíssima, na sua fase de caricaturista

propositiva e inovadora quando se dedica à pintura". E

conclui: "De Christiano Cruz podemos dizer agora

que não nos ficará apenas a abstracta memória. Ficam

também as imagens, as quais, melhor que tudo,

condensam com mais rigor uma herança cultural

enriquecida".

O catálogo referido, com cerca de 60 páginas

24x28 cm, tem reproduções a preto e branco e a cores

de mais de duas centenas de obras de Christiano e

vários estudos de Professores e Críticos de Arte, que

citamos: "O Homem, o Modernismo, o Mito" por

Osvaldo de Sousa; "Critica e Aditamento a Christiano

Cruz – cenas de guerra" por Antómio Rodrigues;

Christiano Cruz – modernidade e melancolia" por

Paulo Pereira; "Três Testemunhos" por Irisalva Moita;

"Existência e Obra de Christiano Cruz (1892-1951)"

por Maria Rachel Florentino; "Metodologia da

Exposição Christiano Cruz (1892-1951); "Retrospectiva"

por Maria Rachel Florentino e "Cronologia" por Maria

Rachel Florentino. De referir igualmente que os

convites para a inauguração da Exposição apresentam

na capa um auto-retrato a cores de Christiano.

Actividade como médico veterinário

Nunca foi fácil para os médicos veterinários portugueses

serem colocados nas Colónias exercendo

funções oficiais, pois as actividades privadas estavam-

-lhes interditas. O nível económico dos criadores

nativos e a sua subordinação a práticas ancestrais

como principais detentores de gados eram dominantes.

Quanto aos colonos europeus dedicavam-se

especialmente ao comércio e eram detentores de

animais que transaccionavam com os géneros que

vendiam ou formavam grandes companhias, sediadas

em Lisboa, destinadas principalmente ao cultivo de

espécies agrícolas tropicais: sisal, cana sacarina ou a

alguns jazigos minerais de mais fácil exploração que

exigissem reduzidas aplicações de capitais. A preocupação

máxima dos governos e burocratas do Terreiro

do Paço ia dominantemente para as culturas de

cereais, com destaque para o trigo, em que o país era

altamente deficitário, pois afirmava-se, oficialmente e

não oficialmente, que o "pão" sempre fora e continuaria

sendo o alimento predominante dos portugueses...

comer carne ou querer comer carne, eram ideias

comunistas importadas do Oriente... As colónias, com

destaque para Angola, seriam o "grande celeiro de

Portugal". Eram consideradas, potencialmente, as

fornecedoras do trigo de que o país necessitava.

Insistiu-se nesse disparate até muito tarde, quando

finalmente os técnicos responsáveis se convenceram

que os regimes de chuvas tropicais não permitiam a

cultura de cereais de pragana...

A verdade porém é que os portugueses não estavam

isolados no continente africano pois eram os responsáveis

pela administração de vastos territórios. Nas

colónias vizinhas das nossas dava-se, no entanto,

grande importância às explorações animais nativas e

procurava-se melhorá-las ou aumentá-las pela importação

de reprodutores destinados a cruzamentos ou

mesmo para a formação de efectivos exóticos, pois os

colonos europeus ou as forças amadas respectivas exigiam

leite, carne e ovos para sua alimentação. Assim,

pressionado pelas autoridades vizinhas o governadorgeral

de Moçambique foi obrigado à criação de

serviços veterinários, entregando-os inicialmente a

três colegas "cedidos" pelo governo do Transvaal (que

não sabiam uma palavra de português... e obrigaram à

contratação de intérpretes...) e, somente depois a
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médicos veterinários nacionais (Mendes, 2006), antecipando-

se deste modo a Angola que somente viria a

formá-los no início da década de vinte, sob a visão do

grande administrador que foi o Alto Comissário

General Norton de Matos (Bol. Of. Moç., 1929)

A contratação de médicos veterinários estrangeiros

provocou grandes reacções locais e, terminados os seus

contratos, foram os Serviços entregues ao capitão

médico-veterinário Dr. João Botelho (Bol. Of. Moç.,

1929). Foi então que o governo central, pelo Ministério

dos Negócios da Marinha e do Ultramar, contratou

outros dois colegas para o coadjuvarem. Para um

território com a extensão de Moçambique três médicos

veterinários não seriam um luxo mas dava-se uma

simbólica satisfação às exigências dos governos das

colónias interiores, sem acessos directos ao mar, garantindo-

se, minimamente, o controlo dos efectivos

animais desembarcados e, consequentemente, o rendimento

dos portos moçambicanos, que permaneceu

como uma das principais fontes de receitas do território

(Mendes, 2006), até à actualidade.

Desconhecem-se os antecedentes que teriam levado

Christiano Cruz a optar por Moçambique. Presume-se

que seu pai o teria influenciado. Sabe-se apenas que,

apesar das dificuldades o Dr. João Botelho e os seus

dois colaboradores haviam conseguido erradicar a

Febre da Costa Oriental e que nos seus vários escritos

o Director da Secção Veterinária referia-se sempre à

escassez de meios humanos qualificados, pois com

um efectivo de três veterinários era impossível dar

cobertura a um território com três mil quilómetros de

comprimento (Mendes, 2006). A contratação de mais

uma unidade teria sido uma espécie de prémio ao

comportamento da Secção Veterinária...

De qualquer modo, sabe-se que Christiano Alfredo

Sheppard Cruz desembarcou em Lourenço Marques

em meados do ano de 1919, ficando colocado na

Secção Veterinária da Repartição de Agricultura da

Colónia. A ideia seria adapta-lo ás características

específicas do meio. Em Moçambique iria permanecer

durante mais de 30 anos... com apenas duas

vindas a Portugal; uma para se casar e uma em licença

graciosa.

Por portaria de 1920 publicada no Boletim Oficial

de Moçambique (Bol. Of. Moç., 1920) foi nomeado

Delegado de Sanidade Pecuária de Quelimane.

Em 1923 foi colocado por portaria provincial,

na Delegação de Sanidade Pecuária do Norte do

distrito de Lourenço Marques (Bol. Of. Moç., 1923).

Por portaria de 1927 sabe-se que desempenhava,

neste ano, as funções de Delegado de Sanidade

Pecuária em Magude – o maior centro de produção de

bovinos do Sul do Save (Bol. Of. Moç., 1927).

Em 1929 era o Delegado de Sanidade Animal na

Circunscrição do Bilene (Bol. Agríc. Pec., 1929). Em

1935 continuava colocado como Delegado de

Sanidade Pecuária de Magude. Depois de conseguida,

finalmente, a separação da Secção Zootécnica da

Estação Agrícola do Umbeluzi, onde se localizava

com todos os inconvenientes resultantes dessa situação,

e a sua instalação em terrenos especialmente

adquiridos na área de Magude, Christiano Cruz foi

nomeado, interinamente, em regime de acumulação,

como Director da Estação Zootécnica da Chobela –

foi portanto o 1º Director da Estação Zootécnica do

Sul ou da Chobela, cargo que desempenhou durante

vários anos.

Em 22 de Fevereiro de 1939 foi nomeado Chefe

interino da Repartição Técnica de Veterinária (Bol. Of.

Moç., 1939), em consequência da "revanchista" exoneração

do titular do lugar Dr. João Botelho, pelo

Ministro dos Negócios da Marinha e do Ultramar.

Em 1 de Janeiro de 1940 foi colocado como Chefe da

Secção dos Serviços Económicos e de Fomento

Pecuário da Direcção dos Serviços Veterinários, devendo

exercer cumulativamente o lugar de Chefe dos

Autoretrato, tinta-da-china sobre papel, datado 15 de Novembro de 1940, 10,8 X 17,0 cm, colecção de Cristina Sheppard Cruz Fialho Prego
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Serviços, nas ausências deste (Bol. Of. Moç., 1940).

Em 23 de Setembro de 1941 prestou compromisso

de honra e tomou posse, interinamente, de Chefe da Repartição

Provincial de Veterinária (Bol. Of. Moç., 1941).

Em 9 de Outubro de 1945 foi colocado como

Delegado de Sanidade Pecuária de Lourenço Marques,

já considerado médico veterinário de 1ª classe (Bol.

Of. Moç., 1945) pertencente ao respectivo quadro

comum, criado em fins da década de quarenta.

Por razões desconhecidas os burocratas do Terreiro

do Paço entenderam desnecessária a existência de

qualquer "médico veterinário chefe" em Moçambique,

enquanto que para Angola se previam cinco unidades

dessa categoria. Contudo, como o quadro era comum

a todo o Ultramar e os problemas, usos e costumes

eram idênticos desde o Minho a Timor – na Nação

Una e Indivisível por decisão ditatorial do governo –

isso não representaria qualquer obstáculo. E o

inevitável aconteceu. Em 1950 alguém, no Terreiro do

Paço, descobriu que Christiano Cruz, médico veterinário

de 1ª classe, preenchia todas as condições,

previstas na lei, para ser promovido. O facto de toda a

sua vida profissional ter sido feita, durante mais de 30

anos, em Moçambique, não tinha qualquer importância...

Christiano Cruz desembarcou em Angola, em

Janeiro de 1951. O chefe dos Serviços de Veterinária

e da Indústria Animal da Colónia, colocou-o na única

vaga disponível, como chefe da Repartição Provincial

do Bié, sediada em Silva Porto (actualmente Bié) –

uma pequenina cidade planáltica do interior angolano,

cuja melhor recomendação era o clima tropical temperado

de altitude...

Christiano Sheppard Cruz sentiu profundamente

esta súbita promoção (que nos termos da Lei não

podia recusar) e a transferência para um país que

desconhecia completamente, quase aos 59 anos de

idade e a menos de dois anos da reforma. A sua promoção

constituiu um autêntico assassinato praticado à

distância. Sheppard Cruz não resistiu ao afastamento

do "seu meio ambiente", ao abandono dos seus amigos

habituais de muitos anos, da esposa, dos filhos, dos

netos – a altitude elevada de Silva Porto fez o resto...

Faleceu nessa cidade a 21 de Outubro de 1951...

Sociedades científicas a que pertenceu

Foi sócio e colaborador da Sociedade Portuguesa de

Ciências Veterinárias.

Foi sócio muito activo, colaborador e dirigente da

Sociedade de Estudos da Colónia de Moçambique,

fundada em 1930, com o "... expresso e exclusivo fim

de contribuir pelo estudo e coordenação de esforços,

para o desenvolvimento material e mental de

Moçambique". No respectivo Boletim Sheppard Cruz

publicou muitos dos seus trabalhos sobre a pecuária de

Moçambique e seus problemas, incluindo o clássico:

"O problema pecuário da Colónia de Moçambique".

Actividades no estrangeiro

Por diversas vezes foi incumbido de tomar parte em

conferências internacionais como representante do

país. Entre outras citamos a da Febre Aftosa realizada

em Pretória, em 1938, e a da Peste Bovina em

Blantyre, em 1940 (Travassos Dias, 1950).

Diversas vezes também foi encarregado de Missões

de Estudo na África do Sul, nos Laboratórios de

Onderstepoort, nomeadamente em 1946 (Travassos

Dias, 1950) quando ali se deslocou para estudar a

"Lumpy Skin Disease", tendo elaborado a propósito

um trabalho em que propunha para a nova entidade

nosológica a designação de "Dermatose nodular da

Ngamilandia, que não foi aceite.

Trabalhos científicos publicados

(1) 1927 - Relatório do Delegado de Sanidade

Pecuária de Magude; Bol. Agr. e Pec., nº 4, pág. 205-

207.

(2) 1928 - Uma doença com que contar- a

Estrongilose dos ruminantes ou a Hemoncose dos

Bovinos, Bol. Agr. e Pec. nº1, pag. 46.

(3) 1928 - Plantas venenosas para o gado, Bol. Agr.

e Pec. nº1, pag.109-112.

(4) 1929 - An hypothesis concerning the aetiology

of stiff- sickness, Pan Agricultural and Veterinary

Conference (Papers), pág. 89-93.

(5) 1929 - Profilaxia do Aborto Contagioso, Bol.

Agr. e Pec., pág 65-67.

(6) 1929 - Profilaxia do Aborto Contagioso, Bol.

Agr. e Pec. nº 1 e 2.

(7) 1929 - Sobre os Serviços Veterinários de

Moçambique, Bol. Agência Geral das Colonónias.

nº 50, pág. 156.

(8) 1930 - Sobre os Serviços Veterinários na Colónia

de Moçambique, Pecuária, I parte, pág. 314-317.

(9) 1932 - Sobre o livro "Genética e Zootecnia" do

Prof. Idalino Rodrigues Gondim da Esc. Sup. de Med.

Veter., Bol. Agr. e Pec. Nº 1, pág.137.

(10) 1933 - O Melhoramento Pecuário, Bol. da Soc.

de Estudos de Moç. ano II, nº 11, pág. 3-13 e idem ano

II, nº 12 pág. 3-10.

(11) 1934 - O Melhoramento Pecuário, Bol. da Soc.

de Estudos de Moç., ano III , nº 15, pág.139.

(12) 1934 - Técnicos e Colonização, Bol. Soc. Est.

Moç. nº 15, pág. 150.

(13) 1934 - O problema da produção leiteira, Bol.

Soc. Estudos Moç. nº 17, pág. 327-350.

(14) 1934 - Estação Zootécnica da Chobela – folheto

distribuído na I Exposição Colonial Portuguesa,

Imprensa Nac. de Moçambique, Lourenço Marques,

16 páginas.

(15) 1936 - Os sinais empíricos e a noção de "linkage",

Bol. Sociedade Est. Moçamb, ano V, números 29

a 30, pág. 167-170.
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(16) 1939 - O problema Pecuário de Colónia de

Moçambique. Bol. Soc. Est. de Moçambique, pág. 69.

(17) 1939 - A sistematização da criação de gado

como factor de defesa na luta contra as epizootias,

Bol. Soc. Est. Moç. nº 40, pág. 279-285.

(18) 1946 - Notas sobre a Dermatose Nodular da

Ngamilandia, Rev. Med. Veter. nº 316, pág. 266-275.

(19) 1950 -Palestras para os Criadores, Gazeta do

Agricultor, vol. II, Nº 8, pág. 2-5 (nota: há referência

a 7 palestras).

(20) 1951- Fomento e Sanidade Pecuárias, Bol. Soc.

Est. Moç., ano XXI, Nº 69, pág. 69-88.

(21) 1951 - Princípios e disposições básicas de uma

organização imperial dos serviços veterinários, Bol.

Soc. Estudos Moç. ano XXI, pág. 68-80.
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Condecoração do Professor Doutor

Apolinário Vaz Portugal

No passado dia 10 de Junho de 2007, na cerimónia

comemorativa do dia de Portugal, de Camões e das

Comunidades, o Presidente da República, Prof.

Doutor Aníbal Cavaco Silva, condecorou o Prof.

Doutor Apolinário José Barbosa da Cruz Vaz Portugal

com a Grã-Cruz da Ordem do Mérito.

Já em 1992, o Prof. Vaz Portugal tinha sido distinguido

com a Grã Cruz de Mérito Agrícola, tendo ainda

recebido diversas outras condecorações e prémios

internacionais, dos quais se destacam: Diplome e

Medaille de Hôte d’Honeur de l’École Veterinaire

d’Alford (1979, França); Grã Cruz de la Ordem de

Mérito Agrícola (1981, Espanha); Prémio Internacional

de Zootecnia "Uovo d’Oro" (1981, Itália);

Veterinário Europeu do Ano (1982, Espanha); Officier

du Merite Agricole (1990, França).

O Prof. Vaz Portugal foi Director da Estação

Zootécnica no período de 1974 a 2000 e Professor

Catedrático Convidado da Faculdade de Medicina

Veterinária da Universidade Técnica de Lisboa de

1972 a 2000, locais onde mais se fez notar a sua acção

de Homem da Ciência e Pedagogo. Integrou o III e o

IV Governos Constitucionais (1978-1979), como

Secretário de Estado e, depois, como Ministro da

Agricultura. É membro da Sociedade Portuguesa de

Ciências Veterinárias desde 1953 e da Academia de

Ciências de Lisboa desde 2004. Ao Prof. Vaz Portugal

a Sociedade Portuguesa de Ciências Veterinárias

apresenta as suas sinceras felicitações por mais esta

distinção e reafirma o orgulho de o ter como seu

Ilustre Membro.

Vida Associativa

Movimento de sócios

De 1 de Janeiro a 30 de Junho de 2007 foram admitidos

os sócios que a seguir se indicam. Estudantes:

2399 Domingos Jorge Lopes Amaro; 2400 Rute

Marina Garcia da Noiva; 2401 Luis Filipe Gomes

Roque Borges Ferreira; 2402 Sara Cota Charrua

Barreto Leitão.

Necrologia

Chegou ao nosso conhecimento o falecimento, em

2007, dos colegas Dr. António Tomé Pires Carrando,

sócio nº 571, no dia 18 de Janeiro; Dr. José de Sousa

Simões, sócio nº 903, em Maio. Às suas famílias as

nossas sentidas condolências.
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Informações aos autores

A Revista Portuguesa de Ciências Veterinárias

(RPCV) publica memórias científicas originais,

artigos de revisão, casos clínicos e notas técnicas,

considerados relevantes para as ciências veterinárias.

Os artigos devem ser escritos em português ou inglês

e enviados à Sociedade Portuguesa de Ciências

Veterinárias, acompanhados de uma carta/mensagem

a solicitar que o artigo seja considerado para publicação

nesta revista, indicando o tipo de trabalho.

A submissão pressupõe que são cumpridas as

condições de publicação exigidas pela RPCV, nomeadamente

o trabalho não ter sido publicado nem estar

submetido a outra revista, a sua submissão ter a

concordância de todos os autores assim como a

aceitação de que a Sociedade Portuguesa de Ciências

Veterinárias passará a deter direitos de autor sobre os

trabalhos publicados.

De cada artigo devem ser enviados um original

impresso em papel branco de formato A4, só numa das

faces e um ficheiro informático em Word em suporte

físico ou por correio electrónico até um máximo de

2 Mb.

Formatação do artigo

. margens: 2,5 cm (todas)

. espaços: 1,5

. tipo de letra Times New Roman 12

. tabulação no início de parágrafos: 0,5 cm

. a formatação do texto deve ser reduzida ao mínimo

indispensável. Deve evitar-se o uso de marcas e

números ("bullets and numbering"). Deve evitar-se

também o uso de fontes em itálico (reservada para os

nomes em latim) ou a cheio ("bold") (reservada para

os títulos e subtítulos).

. as páginas devem ser numeradas no canto inferior

direito.

. as linhas não devem ser numeradas.

Conteúdo do artigo

A primeira página deve conter:

. o título do artigo em português e inglês (o primeiro

na língua de apresentação do artigo).

. o nome dos autores [primeiro nome por extenso,

seguido de iniciais caso se aplique (separadas por pontos

e sem espaços) e apelido(s)]; os nomes dos autores

devem ser separados por vírgulas.

. a filiação dos autores. Quando se refira mais do

que uma instituição devem ser utilizados os numerais

em 1, 2, 3, 4, etc., a seguir ao nome de cada autor para

o fazer corresponder a cada uma das instituições listadas.

Quaisquer outros símbolos poderão ser utilizados

para informação adicional, como por exemplo a

morada institucional à data da publicação de um autor

que já não desenvolva a sua actividade na instituição

onde o trabalho foi realizado.

. sempre que haja mais do que um autor, deve ser

identificado o autor para quem a correspondência referente

ao artigo deve ser endereçada com * a seguir ao

nome, do qual se deve indicar o endereço de correio

electrónico e os números de telefone e fax.

Seguem-se os resumos em português ("Resumo:") e

inglês ("Summary:") que não devem exceder 250

palavras cada. Tendo os resumos uma vida independente

do artigo, normalmente com uma difusão mais

alargada, devem por si elucidar o leitor sobre

enquadramento do estudo, metodologia utilizada,

principais resultados e conclusões.

As memórias científicas originais podem ser apresentadas

como artigos em formato convencional,

estruturados em "Introdução" (Introduction), "Material e

métodos" (Material and methods), "Resultados"

(Results), "Discussão" (Discussion) e opcionalmente,

"Agradecimentos" (Acknowledgments).

Alternativamente, as memórias científicas originais

podem ser apresentadas sob a forma de comunicações

breves e, neste caso, a divisão em secções é dispensável.

Os outros tipos de artigo devem ser estruturados

de acordo com a conveniência da exposição.
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As referências bibliográficas no texto devem ser

citadas indicando o nome do autor, sem iniciais, seguido

do ano de publicação. Por exemplo: (Taylor, 1980) ou

Taylor (1980). Se a publicação tiver dois autores

devem indicar-se o nome dos dois autores. Por exemplo:

(Taylor e Burns, 1974) ou Taylor e Burns (1974).

Se tiver mais de dois autores deve indicar-se o nome

do primeiro autor seguido de et al. antes da indicação

do ano de publicação. Por exemplo: (Taylor et al.,

1981) ou Taylor et al. (1981). A citação de vários artigos

a propósito de uma afirmação, deve ser feita por

ordem cronológica, por exemplo (Taylor e Burns,

1974; Taylor et al., 1981) e dentro desta por ordem

alfabética.

Na secção "Bibliografia" (Bibliography) devem

constar todos e apenas os trabalhos citados, listados

por ordem alfabética onomástica. No caso de publicações

periódicas devem indicar-se nome dos autores,

ano de publicação, título completo do trabalho, nome

da publicação, volume, primeira e última páginas.

Siga os pontos, vírgulas e formatação dos exemplos

que se seguem:

Barata GN e Calheiros FC (1981). Eficiência na

produção de carne ovina - estudo dos seus parâmetros

genéticos. Revista Portuguesa de Ciências Veterinárias,

79: 91-108.

Burkgren T, Vogel L (2006). Stakeholder position

paper: Food animal veterinarian. Prev Vet Med, 73(2-3):

177-179.

No caso de se tratar de livros ou secções de livros,

devem indicar-se nome dos autores, ano de publicação,

título do capítulo ou secção do livro se se

aplicar, título do livro, nome dos editores, nº da edição

se não for a primeira, editora, primeira e última

páginas. Por exemplo:

Armitage P e Berry G (1987). Statistical methods in

medical research. Blackwell Scientific Publications

(Oxford).

O'Brien M e Gottlieb LS (1979). The liver and biliary

tract. In: Pathologic basis of disease, 2ª edição.

Editores: SL Robbins e RS Cotran. W.B. Saunders

Company (Filadélfia, Londres, Toronto), 1009-1091.

Quando forem citados diversos trabalhos de um

mesmo autor devem aparecer primeiro os trabalhos

em que ele é o único autor, depois os trabalhos em que

haja um segundo autor, listados por ordem alfabética

deste segundo autor, e por fim os trabalhos em que

haja mais co-autores. Dentro de cada um destes grupos

os trabalhos devem ser ordenados cronologicamente

e quando haja necessidade, a seguir ao ano de

publicação, indicar-se-á a, b, etc. (por exemplo: 1981a,

1981b, etc.).

Em todos os trabalhos, independentemente da

matéria versada e da forma de apresentação, devem

usar-se as grandezas e unidades do Sistema

Internacional de Unidades (SI) e os prefixos SI para

indicar os seus múltiplos e submúltiplos decimais. O

sinal decimal deve ser a vírgula e apenas nos textos em

inglês, o ponto. Deve deixar-se um espaço entre o

número e a unidade (por exemplo: 2,3 g e não 2,3g;

37 °C e não 37°C). O sinal % deve ser colocado junto

do número (10% e não 10 %).

Deve-se também evitar a utilização de expoentes na

designação das unidades, como por exemplo: usar

1 °C/min, em vez de 1 °C min-1.

As abreviaturas devem ser apresentadas por extenso

da primeira vez que aparecem no texto salvo se se

tratar de abreviaturas que sejam partilhadas pela

generalidade da comunidade científica veterinária.

Não há limites rigorosos de tamanho para os artigos

a publicar mas os textos devem ser concisos e como

indicador estabelece-se como limite máximo 7000

palavras para os artigos de revisão, 5000 palavras para

memórias científicas originais em formato convencional,

3000 palavras para as comunicações breves e

1500 palavras para as notas técnicas.

As figuras, gráficos e tabelas devem ser integradas

no texto e não devem exceder 8 nas memórias científicas

originais em formato convencional, 4 nas comunicações

breves e 2 nas notas técnicas. Só quando o

teor do artigo e a clareza da exposição manifestamente

o exigirem se aceitarão manuscritos que excedam

estes limites. As fotografias devem ser enviada não só

no texto como também em ficheiro separado de formato

apropriado (.tif, .jpeg).

Publicação dos artigos

Os artigos submetidos são apenas considerados

como submetidos após verificação do cumprimento

das regras acima descritas. Uma vez submetidos, são

confidenciais até à sua publicação. Todos os trabalhos

são apreciados por dois revisores a quem a comissão

editorial reconheça mérito na matéria versada. O

conteúdo das revisões será transmitido aos autores.

Em caso de aceitação, o autor deverá incorporar no

artigo as sugestões dos revisores ou manifestar a sua

posição, ponto por ponto.
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