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Introducio

A cinomose é uma doenca viral, altamente contagiosa e severa de cdes e de outros
carnivoros. Atualmente, a doenca vem sendo observada mundialmente, ndo escolhendo sexo
ou raga, nem a época do ano. Ocorre em animais mais jovens, mas idosos podem se infectar
caso ndo tenham sido vacinados (MCCANDLISH, 2001; SHERDING, 2003). No Brasil a
infeccdo pelo virus da cinomose canina (canine distemper virus - CDV) é endémica e pode
resultar em doenca multissistémica aguda ou subaguda. Com freqiiéncia, sinais clinicos
neuroldgicos podem ocorrer durante a fase aguda da doenga, varias semanas ou meses apos
(GREENE; APPEL, 1998; AMUDE et al., 2006). Os animais infectados, tanto na forma
sintomatica quanto assintomatica, sdo importantes na cadeia epidemiologica da cinomose
canina como fonte de contaminacdo para os animais susceptiveis (APPEL;SUMMERS,
1995).

Os sinais clinicos variam de acordo com a viruléncia da cepa viral, condigdes
ambientais, idade e estado imunologico do hospedeiro, sendo que tosse, diarréia, vomitos,
anorexia, desidratacdo, e perda de sangue com debilitacdo sdo comumente observados em
cdes com cinomose aguda. Corrimentos oculonasais mucopurulentos e pneumonia
frequentemente resultam de infeccGes bacterianas secundarias. Uma erupcdo cutanea
progredindo para pustula pode ocorrer, especialmente no abdémen e os sinais neurol6gicos
comecam uma a trés semanas ap0s a recuperacdo da doenga sistémica e incluem hiperestesia,
rigidez cervical, convuls@es, sinais cerebelares e vestibulares e ataxia (SWANGO, 1992,
MERIC, 1994).

Nos casos suspeitos de cinomose, tornam-se Uteis uma analise sangiinea completa
para se avaliar as respostas eritrocitarias, leucocitarias e radiografias toracicas para se avaliar
a pneumonia. Leucopenia precoce associada a elevacdo da temperatura inicial e
posteriormente leucocitose neutrofilica sdo achados hematoldgicos descritos na literatura
(SCHERDING, 2003).
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As inclusdes virais podem algumas vezes ser encontradas em eritrocitos, leucécitos e
precursores de leucdcitos de cdes infectados. A presenca dos corplsculos de inclusdo
corresponde & replicacdo viral em tecidos linféides, estando geralmente presentes em
hemacias, linfdcitos, neutréfilos e mondcitos, por somente dois a nove dias ap6s a infeccao,
de modo que com frequéncia elas ndo sdo encontradas quando os sinais clinicos ocorrem
(BOUNOUS; HOSKINS;BOUDREAUX, 1993).

Justificativa e Objetivo da Pesquisa

Por ser uma doenga multissistémica, altamente contagiosa e que pode afetar cdes de
diferentes faixas etarias, o0 presente estudo teve como principal objetivo avaliar as alteracdes
laboratoriais de cdes acometidos pelo virus da cinomose que foram atendidos no Hospital

Veterinario da Unoeste no periodo de 2001 a 2006.

Material e Métodos

Foram utilizados os arquivos dos animais atendidos no periodo de 2001 a 2006 do
Laboratério Clinico do Hospital Veterinario. Entraram para o projeto, as fichas dos cdes com
suspeita da doenca, seguindo um protocolo pré-determinado. Foram estudadas racas, idade,
medicacdo realizada, outras suspeitas além da cinomose, além das alteragdes eritrocitarias,

leucocitérias, das proteinas plasmaticas totais e do fibrinogénio plasmatico.

Resultados e Discussao

No periodo de 2001 a 2006 foram atendidos no Hospital Veterinario da Unoeste 765
cdes com suspeita de cinomose. Destes animais, 53,3% eram machos e com idade variando de
um més a 15 anos. Os cdes sem raga definida corresponderam a 50,45% (cerca de 386
animais), seguido da raga poodle (com 8,36%).

Foi observado também que em 74,37% (569 cdes) ndo foi administrada qualquer tipo
de medicacdo prévia ao hemograma. Com relagdo a suspeita clinica, a ehlichiose (21,96%) e a
parvovirose (6,27%) foram as doencas que os clinicos suspeitavam com maior freqliéncia,
provavelmente pelo fato da sintomatologia ser semelhante & cinomose nos estagios iniciais.

Quando avaliamos o eritrograma, em 74,24% foi observada anemia. Destes casos,
31,37% apresentavam o tipo normocitico normocrémico, o que pode ser atribuido ao aumento
da destrui¢do dos eritrocitos ou pela diminuicdo de sua producdo, pois a inclusdo viral pode
estar presente também nas hemaécias ou em seus precursores. A anemia pode ocorrer como

resultado da reducdo da eritropoietina e da subseqiiente hipoplasia das células eritréides na
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medula dssea. Durante a avaliacdo da anemia, devem-se levar em consideracdo o estado de
hidratacdo e a correlacdo dos achados das proteinas totais com as hemacias, hemoglobina e
hematocrito (WINGFIELD et al., 1998; BUSH, 2004; MEYER et al., 1999; NELSON;
COUTO, 2001).

Na anemia normocitica normocrémica em cées infectados com cinomose, Jain (1993)
atribuiu ao aumento da destruicdo dos eritrécitos pela presenca do virus no interior da célula
ou pela diminuicdo de sua producdo. Meyer et al. (1999) refere-se ao fato de uma deficiéncia
da medula 6ssea. Na maioria dos casos, 0s eritrocitos apresentaram-se normociticos e
normocrémicos e sem sinais de regeneracdo medular.

Com relacdo ao proteinograma, observou-se que dos 765 animais estudados neste
levantamento, 441 ndo apresentaram alteracGes nos valores das proteinas plasmaticas totais.
Cerca de 26,01% dos cdes tiveram hipoproteinemia e somente 16,33% apresentaram
hiperproteinemia.

As lesbes no epitélio intestinal causadas pelo virus, com consequente diarréia, além da
propria apatia determinada pela doenca levam o animal a recusar o alimento. Dessa forma, a
diminuicdo da ingestdo protéica bem como o comprometimento intestinal sdo fatores
determinantes na reducdo dos niveis séricos da albumina na cinomose. Isso justifica a
hipoproteinemia observada nos animais (ETTINGER; FELDMAN,2004).

Quando comparados com os valores normais de referéncia, pudemos observar que em
59,21% dos animais 0s leucdcitos totais estavam dentro dos valores normais. A linfopenia e
monocitose foram as alteracbes mais observadas, representando 46,53% e 34,27%,
respectivamente. Estes achados concordam com Greene e Appel (1998) que relatou que a
linfopenia é causada pelo dano viral as células linféides, afetando tanto linfécitos T como B.

Dos 765 caes, apenas 8,75% apresentaram corpusculos de Lentz.

Conclusao

Este trabalho permitiu chegarmos a conclusdo gque os cdes com cinomose atendidos no
Hospital Veterinario da Unoeste apresentaram uma anemia do tipo normocitica normocrémica
e as alteracOes observadas no leucograma foram predominantemente a linfopenia e
monocitose. Embora o aparecimento do corpusculo de Lentz seja considerado um achado

patognomonico da doenca, este ndo foi um dado fregliente nestes animais.
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Introducio

A cinomose é uma enfermidade viral de distribuicdo mundial causada por um
Morbillivirus e que acomete cées jovens. A doenca manifesta-se normalmente por sintomas
respiratorios na fase aguda e sintomas neurologicos na fase cronica. Durante a fase aguda da
enfermidade, o tropismo viral pelo epitélio conjuntival e sua replicacdo neste tecido leva ao
aparecimento de um conjuntivite purulenta bilateral que pode vir acompanhada de um quadro

imunossupressivo (Greene, 1998).

Quando a conjuntivite viral esta presente, muitos microrganismos de potencial
patogénico, pertencentes a microbiota ocular dos cées, sdo capazes de se multiplicar e agravar
as lesdes. Os dois principais grupos considerados sdo 0s microrganismos flngicos e
bacterianos. Entre as bactérias, o género Staphylococcus e Streptococcus sdo 0s agentes mais
prevalentes em tais infec¢des. Outros potencialmente perigosos como Pseudomonas e E. coli
também ja foram relatados (Murphy et al., 1978; Gerding et al., 1998). Entre os fungos,
destacam-se as leveduras como Malassezia pachydermatis que podem estar presentes em
elevados percentuais nas estruturas oculares de cdes com conjuntivite estabelecida (Prado et
al., 2004) e o organismo fungico considerado oportunista Aspergillus fumigatus (Pal &
Mehrotra, 1986).

Justificativa e objetivos
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a microbiota fungica e ocular de cées

com conjuntivite viral causada pelo virus da cinomose canina.
Materiais e métodos

Foram avaliados dois grupos: G1 composto por dez cdes com diagndstico de
cinomose confirmado pela presenga de corpusculos de inclusdo de Lentz na conjuntiva ocular

ou nas células sangliineas e G2 composto por dez cdes higidos. Suabes oculares dos animais
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de ambos os grupos foram semeados em placas contendo agar-sangue enriquecido com 5% de
sangue ovino e em placas com agar McConkey. Apds a semeadura, as placas foram incubadas
a 35°C, em aerobiose por 72 horas. As colonias bacterianas isoladas foram classificadas
segundo suas caracteristicas morfo-tintoriais e comportamento bioquimico (Holt et al., 1994).
Paralelamente, os suabes foram semeados em duplicata em tubos contendo agar Sabouraud-
dextrose, acrescido de cloranfenicol para inibicdo de contaminantes bacterianos. Um dos
tubos foi incubado a 37°C e outro a 25°C, sendo realizadas leituras a cada 48 horas. As
coldnias fangicas isoladas foram classificadas segundo suas caracteristicas macro e

microscopicas e bioquimicas (Lacaz et al., 1998).

Resultados e Discussao

Na tabelas 1 e 2 estdo descritos os resultados das freqiiéncias de isolamento de
microrganismos bacterianos e fangicos, respectivamente. Todos 0s microrganismos

bacterianos isolados foram sensiveis aos antimicrobianos testados.

Tabela 1- Freqliéncias de isolamento de microorganismos bacterianos isolados de 10 cdes

com conjuntivite viral por cinomose e 10 cées higidos.

Cinomose Higidos
Microrganismo Esquerdo  Direito Esquerdo Direito
N(%) N(%) N(%) N(%)
Proteus spp 1(10%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
E. coli 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%)
Hafnia alvei 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%)
Staphylococcus intermedius 4 (40%) 4 (40%) 8 (80%) 8 (80%)
Streptococcus alfa-hemolitico 3 (30%) 1(10%) 1(10%) 0 (0%)
Streptococcus beta-hemolitico 0 (0%) 1(10%) 1(10%) 2 (20%)
Corynebacterium spp 1 (10%) 1(10%) 0(0%) 2 (20%)
Micrococcus 1(10%) 1(20%) (0%) 0 (0%)
Negativos 3(30%) 3 (30%) 1(10%) 0 (0%)
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Tabela 2- Freqliéncias de isolamento de microorganismos fungicos isolados de 10 cdes com

conjuntivite viral por cinomose e 10 cées higidos.

Cinomose Higidos
Microrganismo Esquerdo Direito Esquerdo Direito
N(%) N(%) N(%) N(%)
Acremonium spp 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Aspergillus fumigatus 1 (10%) 0 (0%) 3 (30%) 0 (0%)
Aspergillus niger 0 (0%) 4 (40%) 2 (20%) 4 (40%)
Cladosporium spp 0 (0%) 1 (10%) 2 (20%) 0 (0%)
Epicococum spp 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Fusarium spp 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%)
Geotrichum spp 0 (0%) 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
Malassezia pachydermatis 2 (20%) 1 (10%) 0 (0%) 2 (20%)
Mucor spp 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%)
Phoma spp 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (20%)
Penicillium spp 0 (0%) 0 (0%) 3 (30%) 0 (0%)
Rhodotorulla rubra 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 1 (10%)
Scopulariopsis spp 0 (0%) 1 (10%) 1 (10%) 0 (0%)
Verticillium spp 0 (0%) 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativos 3 (30%) 2 (20%) 0 (0%) 1 (10%)

Foram isolados sete géneros bacterianos dez géneros fungicos dos olhos dos animais
pesquisados. Em dois cées higidos (20%), ndo foram isoladas bactérias em nenhum dos olhos.
A auséncia de microrganismos nos olhos de cées higidos ja foi relatada, pois microrganismos
bacterianos parecem ser mais freqlientemente isolados dos olhos de cées com patologias
oculares estabelecidas (Prado et al., 2005). E possivel que patologias oculares existentes nos

olhos dos animais predisponham a colonizacéo dos tecidos pela microbiota residente.

Isolou-se microrganismos bacterianos de ambos os olhos de todos os animais com cinomose.
Em cinco animais higidos (50%) os resultados de cultura bacteriana de ambos os olhos foram
concordantes. Em nove (90%) dos animais com cinomose pesquisados 0 mesmo agente
bacteriano foi isolado de ambos os olhos.

Os microrganismos gram-positivos predominaram sobre os Gram negativos, com
destaque para S. intermedius, isolado de 80% das amostras oriundas de cdes com conjuntivite
viral por cinomose em contraste com cées higidos, onde isolou-se este agente de 40% das
amostras. Esta espécie bacteriana € comumente isolada de cdes com lesGes oftalmicas (Prado
et al., 2005), tendo potencial para agravar as injurias oculares. O segundo género mais
fregiiente foi Streptococcus, que também é considerado como importante em lesdes
oftalmicas dos cédes (Gerding et al., 1998).

Em apenas um animal higido e um animal com cinomose isolou-se 0 mesmo agente

fangico de ambos os olhos. Apenas um animal com cinomose apresentou cultura fungica
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ocular negativa em ambos os olhos. A espécie mais freqiientemente isolada dos olhos de
animais com cinomose e higidos foi Aspergillus niger. Esta espécie ndo € comumente isolada
de lesBes oculares de animais, sendo o A. fumigatus mais importante como dculopatégeno
(Pal e Mehrotra, 1986).

Malassezia pachydermatis foi isolada dos olhos de animais com e sem cinomose em
cultura pura. Ela é tida como agente agravante de patologias oculares como a Ulcera de cornea
(Prado et al., 2004), atuando como agente oportunista. Seu papel nas oculopatias secundarias
a cinomose, uma enfermidade imunossupressiva que predispde a infecgdes secundarias, deve
ser melhor estudado. Os outros agentes flngicos observados sdo agentes comuns no ambiente
em que o cdes vivem, podendo apresentar algum potencial para causar infec¢fes oportunistas
(Bernays e Peiffer, 1998).

A cinomose é uma enfermidade considerada imunossupressora (Toman et al., 1998).
E todos os patdgenos secundarios presentes nos cdes podem manifestar-se como agravantes
de enfermidades, inclusive as oftalmicas. O diagnostico microbiologico e o conhecimento do
microrganismos presentes nas infeccdes oculares dos cdes sdo fundamentais para estabelecer
tratamento correto, pois muitos dos agentes infecciosos presentes, sdo capazes de provocar
infecgdes agressivas, podendo levar a cegueira (Olivier, 2003).

Conclusoes

Conclui-se que Staphylococcus intermedius € um agente comumente presente na
conjuntiva de cdes com conjuntivite viral por cinomose. Malassezia pachydermatis pode ser
isolada em cultura pura da conjuntiva de animais com e sem cinomose e seu papel como

agravante de infeccdes deve ser melhor estudado.
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INTRODUCAO

A erliquiose canina no Brasil vem apresentando casuistica crescente em hospitais e
clinicas veterinarias. E considerada na atualidade como uma das mais importantes doencas
transmissiveis em pequenos animais, principalmente pela elevada infestacdo do carrapato
Rhipicephalus sanguineus e pela auséncia de vacinas. Caracteriza-se por ser uma doenca
multissistémica, de sintomatologia complexa, que varia na intensidade de acordo com a fase
clinica da doenca. A patogenia envolve um periodo de incubacdo de oito a vinte dias. Em
animais naturalmente infectados, é dificil definir a fase da doenga, uma vez que a
apresentacdo clinica e os achados laboratoriais sdo similares, e a duracdo e severidade dos
sinais clinicos séo variaveis (Harrus et al., 1997).

No tocante a caracterizacdo dos isolados brasileiros, as cepas Jaboticabal e a oriunda
do Rio de Janeiro foram estudadas do ponto de vista imunopatoldgico (Hasegawa, 2005;
Aguiar et al., 2007). Entretanto, a cepa S&o Paulo ainda ndo foi estudada segundo esses
parametros. A dinamica de anticorpos anti-E. canis em cdes experimentalmente infectados
tem sido pouco avaliada no Brasil. Segundo a literatura nacional consultada, Torres et al.
(2002) avaliando a cepa originaria do Rio de Janeiro constataram a soroconversdo a partir do
10° dia pés-infeccdo (RIFI; ponto de corte de 1:40) com titulo inicial de 320 e ao 40° dia com
titulos chegando a 1.280. Hasegawa (2005), estudando a cepa Jaboticabal observou a
soroconversao ao 14° dia pos-infeccdo com titulo inicial de 40, e titulos maximos observados
entre os dias 56° e 70° dia.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade de deteccdo de moérulas, pesquisadores
tém descrito novos métodos de avaliar as estruturas de E. canis (Elias, 1991). A utilizacdo da
leucoconcentracdo tem sido adotada para a pesquisa de mérulas (Santarém, 2003), bem como
o cultivo celular e a detec¢do molecular de E. canis (Aguiar et al., 2007). Entretanto, na rotina
da clinica médica de pequenos animais, o diagndstico final ainda tem sido baseado na
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associacdo entre os sinais clinicos, e os achados laboratoriais, principalmente resultados de

hemogramas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO DA PESQUISA

Considerando a importancia da erliquiose canina na clinica médica de pequenos
animais, aliada a caréncia de estudos envolvendo novas cepas de E. canis no Brasil, 0
presente estudo propds caracterizar o isolado S8o Paulo, avaliando parametros clinicos e
laboratoriais através da infeccdo experimental de cdes sadios, subsidiando assim mais

informacdes sobre esta importante infec¢do no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados no presente estudo permaneceram no Canil do Hospital
Veterinario da Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE. Os exames hematolégicos foram
realizados no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio da Unoeste, enquanto
gue a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal do P6lo Regional da Alta
Sorocabana, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (APTA).

Foram analisados 37 animais de ambos 0s sexos, sem raca definida, com idades
variando entre cinco a 84 meses, das quais, selecionaram-se quatro, por estarem em estado de
higidez e apresentarem sorologia e PCR negativa para E. canis. Os cées foram desverminados
e vacinados de acordo com o programa de sanidade empregado pelo Canil da Universidade.
Foi adotado também um programa de controle intensivo contra ectoparasitas. Os animais
permaneceram em baias individualizadas durante todo o experimento, recebendo agua ad
libitum e ragdo comercial.

Amostras de sangue para hematologia e PCR (com EDTA) e sorologia (soro
sanglineo) foram colhidas por puncdo venojugular com utilizacdo de tubos a vacuo
(Vacuntainer®), no dia 0 (inoculacdo) e apds inoculacdo nos dias 7, 14, 21, 28, 42, 56, 100.
As amostras de soro foram estocadas a -20°C para serem analisadas pela RIFI.

O processamento das amostras de sangue para hematologia foi executado de acordo com
Jain (1993) e Kaneko (1997). A pesquisa de E. canis foi obtida pela técnica de
leucoconcentracdo segundo método descrito por Santarém (2003).
A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) realizou-se a partir de células
DH82 infectadas com os isolados de E. canis obtidos e fixados em laminas de

imunofluorescéncia, como descrito por Ristic et al. (1972). As amostras consideradas
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positivas foram sucessivamente diluidas na razdo dois para obtencéo do titulo final. Em cada
lamina adicionaram-se soros controles sabidamente positivo e negativo. A aliquota sanguinea
enviada em solucdo de EDTA foi submetida ao processo de extragcdo de DNA utilizando
Tiocianato de Guanidina.

Ao término do estudo os animais foram tratados com Doxiciclina®, na
dosagem de 10 mg/kg, por via oral, com intervalo de 24 horas, durante 28 dias, conforme
preconizado pela clinica médica de pequenos animais do Hospital Veterinario da Unoeste.
Apos o tratamento, e a confirmacdo de negatividade, os cées voltaram ao convivio com 0s

outros animais do Canil.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracGes clinicas observadas foram todas sugestivas do quadro agudo de
erliquiose canina. A partir do 14° dia p6s-inoculacdo os cdes apresentaram queda de apetite,
que foi evoluindo para uma leve emaciacdo. Durante a evolucdo clinica foi observada palidez
de mucosa e os linfonodos periféricos se tornaram mais facilmente palpaveis, mas em nenhum
momento foi observado um grande aumento de volume, da mesma forma que ndo foi notado
esplenomegalia. A frequéncia dos sinais clinicos, com poucas excecdes, foi similar a descrita
por Harrus et al.(1997), em Israel, que por sua vez consideraram-na semelhante as de estudos
americanos e sul-africanos.

A deteccdo molecular de E. canis foi observada a partir do 14° dia em todos os
caes infectados, ja a pesquisa soroldgica a partir do 7° dia em dois animais. Entretanto, a
deteccdo citologica (pesquisa de morulas) foi observada no 21° dia em dois cées.

Os valores hematoldgicos comecaram a declinar no decorrer da segunda
semana. A anemia € um distdrbio comum em animais com ehrlichiose e pode ser
consequéncia do encurtamento da vida e comprometimento na producao de hemacias e perda
de sangue (Jain, 1993). J& a diminuicdo no leucograma tambeém foi observada nos estudos
conduzidos por Kuehn e Gaunt (1985).

A queda do nimero de plaquetas foi evidente a partir da segunda semana, em
todos os animais chegando a ficar abaixo de 100.000 plaquetas/pl da terceira semana em
diante. Embora a frequéncia de animais trombocitopénicos tenha sido alta, Bulla (2003)
referiu que a contagem plaquetaria é importante no diagnostico da ehrlichiose, mas deve ser
associada a um teste mais especifico, uma vez que esta alteracdo € comum em outros

distarbios ou infecgdes.
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CONCLUSAO

No presente trabalho concluiu-se que o isolado S&o Paulo de E. canis induziu
0s cdes a sintomatologia, como apatia, emagrecimento, febre e linfoadenopatia a partir da
segunda semana poés-infeccdo e os achados laboratoriais apresentaram discreta anemia

acompanhada de leucopenia e trombocitopenia.
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INTRODUCAO

A dor pés-cirtrgica subsequente a ovariossalpingohisterectomia (OSH) esta bem
caracterizada, sendo associada as alteragdes comportamentais em cées e gatos, porém ainda
existe negligéncia com relagdo ao tratamento antialgico, sobretudo em gatos (Slingsby e
Waterman-Pearson, 1998, Lascelles et al., 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos cardiorrespiratorio, analgésico e sedativo
da metadona, quando utilizada pela via epidural ou intramuscular em gatas submetidas a
OSH.

MATERIAL E METODOS

Em estudo cego, foram avaliadas 24 gatas, adultas, SRD, clinicamente saudaveis,
provenientes do Hospital Veterinario da Unoeste, encaminhadas para realizacdo de OSH
eletiva. Todos os animais foram tranquilizados com acepromazina (0,1mg/kg IM), a inducéo
anestésica foi realizada com tiopental sddico (12mg/kg 1V), com posterior manutencdo em
anestesia inalatéria com halotano. Apds a estabilizagdo anestésica, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em um dos grupos: G1(n=8): metadona (0,2mg/kg, diluida em
solucéo salina, com volume final de 1ml/5kg) via epidural; G2 (n=8): metadona (0,2mg/kg,
diluida em solucédo salina, com volume final de 1ml/5kg) via intramuscular; G3 (n=8): foi
administrado o volume de 1ml/5kg de solucéo salina pela via intramuscular e epidural.

Foram avaliados: frequéncia cardiaca (FC), com estetoscOpio esofagico e oximetro de
pulso; pressdo arterial sistélica ndo invasiva (PAS), com Doppler vascular; frequéncia
respiratoria (f), mediante a observacdo dos movimentos toracicos em um minuto; saturacdo de
oxigénio na hemoglobina (SpO,); temperatura retal (T); tempo cirargico; tempo médio para
extubacdo e periodo de recuperagdo anestésica. Ao término do procedimento cirdrgico, foram
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avaliados: efeito analgésico, mediante escala analdgica visual (EAV) e escala analdgica visual
interativa (EAVI); necessidade de analgesia resgate e grau de sedacéo.

A estatistica foi realizada com andlise de variancia e teste de Tukey, considerando-se
nivel de 5% de significancia (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca entre 0s grupos nos escores de analgesia (Tab 1), corroborando
os resultados relatados por Gassel et al (2005). No entanto, os animais tratados com metadona
pela via epidural apresentaram 0s menores escores de dor, bem como necessitaram de
analgesia resgate com menor freqtiéncia, quando comparados aos demais grupos. Embora sem
diferenca estatistica, escores de sedacdo mais elevados foram observados no G3 (Tab 1), de
modo que 62,5% (5 de 8) dos animais desse grupo nao receberam analgesia resgate na 12 hora
de avaliacéo (Fig 1), em funcgéo da auséncia de sinais elucidativos de dor, concordando com a
hipdtese de que o desconforto tenha sido mascarado pela sedacdo, em funcdo do efeito
residual dos anestésicos. Os animais tratados com metadona (G1 e G2) apresentaram escores
de sedacdo inferiores (Tab 1) nal? hora de avaliagédo e apenas 02 animais do G2, foram
tratados com resgate de metadona. Possivelmente, a maioria dos animais desses grupos, ainda
estava sob o efeito desse analgesico, cujo periodo de acdo estd compreendido entre 4 a 6
horas, independente, da via de administracdo (Bley et al., 2004; Leibetseder et al, 2006).

Bradicardia foi observada aos 15 minutos apos a inducdo da anestesia nos animais do
Gl e G2 (Tab 2). Em estudo semelhante, Leibetseder et al (2006) observaram maior tendéncia
a bradicardia em cdes tratados com metadona intravenosa, quando comparados aos tratados
pela via epidural, divergindo dos resultados do presente estudo, no qual as alteracdes de FC
ndo diferiram entre 0os grupos. Hipotensdo foi observada em todos os animais durante o
procedimento anestésico (Tab 2), de modo que este efeito ndo foi revertido pelo estimulo
cirurgico, divergindo dos relatos de Leibetseder et al (2006), que observaram compensacdo do
efeito hipotensor mediado pela metadona, em funcdo da resposta simpatica nociceptiva
cirurgica. Com relagdo ao padrdo respiratorio, todos os animais foram mantidos sob
ventilacdo espontanea, sendo observada depressdo pronunciada da f apenas em um animal no
grupo tratado com metadona via epidural, que necessitou da ventilacdo controlada por pressédo
positiva intermitente (VPPI). Em estudos prévios realizados em gatos tratados com metadona

ndo foi constatada depresséo respiratoria (Dobromylskyj, 1993; Bley et al., 2004).
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O tempo de extubacdo e deambulacdo (Tab 3) ndo foram alterados em funcdo da
metadona, divergindo dos resultados de Bley et al (2004) que observaram recuperacdo mais
longa nos gatos do grupo controle, em relacdo aos animais tratados com opidides, inferindo
que a dor possa induzir sinais de imobilidade, de modo a sugerir um falso efeito sedativo.

Conclui-se que a administracdo preemptiva de metadona determina efeitos depressores
cardiovasculares durante o procedimento cirdrgico, em associacdo a anestesia inalatoria com
halotano. Paralelamente, a metadona ¢ um analgésico viavel para a modulacdo da dor pds-
operatdria em gatas submetidas & OSH, com maior reducdo do requerimento analgésico pos-
operatério mediante a administracdo epidural desse opidide.
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Figura 1. Porcentagem de animais sem dor as 1, 3, 6 e 12 horas apoés o término da cirurgia em gatas tratadas com
metadona epidural (G1), metadona intramuscular (G2) e solugio salina (G3).
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TABELAS

Tabela 1. Valores médios e desvio padrio dos escores avaliados em fun¢io da Escala Analdgica Visual (EAV) e Escala
Analégica Visual Interativa (EAVI) e grau de sedacio em gatas tratadas com metadona epidural (G1), metadona
intramuscular (G2) e solucéo salina (G3).

GRUPOS 1h 3h 6h 12h
IVAS

Gl 20x7 2611 26x10 2712
G2 30£16 34+12 36+15 3714
G3 34124 36+15 44+15 35+12
VAS

Gl 11+6 1549 1445 15+6
G2 14+9 18+7 20+11 19+13
G3 21421 16+12 21+10 18+6
Escore de sedacao

Gl 1+1 0,4+0,7 0,203 -
G2 1,2+1 05¢05 e e
G3 1,5+1 0,7£0,3 06£1 e

Tabela 2. Valores médios e desvio padrao da freqiiéncia cardiaca (FC), freqiiéncia respiratoria (f), pressio arterial
sistolica (PAS), saturaciio de pulso oxigénio (SpO,) e temperatura retal (T) em gatas sob anestesia geral inalatéria,
tratadas com metadona epidural (G1), metadona intramuscular (G2) e solucéo salina (G3).

GRUPOS Basal 30 min MPA 15 30 45 60
FC (bat.min)

G1 2074154 209+22"8 136+26° 160+15° 154+13° 139+13°
G2 2274177 210+25% 1414248 164+27° 155+28° 156+31°8
G3 198+38" 205+15" 154+15°8 152+248 138+148 139+25°8
f (mov.min)

G1 43+1378 47+10° 2149°¢ 23+118 2149°¢ 24498
G2 3941378 444108 22+47A 244778 22467 244878
G3 49412 47+18 33413 35+15 32411 33+13
PAS (mmHg)

G1 1244274 110+1978 78+19°8 97+10"8 91+14"8 91478
G2 125+254 105+18"8 784308 08+13"8 80+17°8 89+13°
G3 118+244 1124104 8612458 88+208 964215 88+128
SpO; (%)

Gt 98+0,5 99+1 99+1 98+1,5
G2 98+1 99+0,5 99+1 99+0,5
G3 98+0,5 98+0,5 98+0,5 98+1
T (O

G1 38,4+0,74 37,8+0,8"8 36,4+0,75¢ 35,9+0,7¢ 35,6+0,9¢ 35,5+1°¢
G2 38,6+0,5" 38,3+0,4"8 36,8+0,65¢ 36,1+0,6° 35,5+0,9¢ 35,4+1°
G3 38,5+0,7° 38,1+0,5" 36,3+1° 35,4418 35+1° 35,2418

Nas linhas: médias de momentos seguidas de letras maiUsculas diferentes diferem entre si. Nas colunas: médias de momentos
seguidas de letras minUsculas diferentes diferem entre si. p<0,05.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrao do tempo ciriurgico, tempo de extubacio e deambulacio em gatas sob
anestesia geral inalatéria, tratadas com metadona epidural (G1), metadona intramuscular (G2) e solugao salina (G3).

GRUPOS Tempo cirurgico Extubacéo Deambulagéao
Gl 35+18 14+9 50+£24
G2 3948 20415 46116
G3 3416 19413 44127
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Introducio.

O Brasil tem ocupado lugar de destaque na utilizagdo de biotecnologias da reprodugéo,
ao lado de paises como os Estados Unidos (Squires, 2005). O transporte de sémen refrigerado
possibilita 0 aproveitamento de animais de grande potencial genético (Papa et al., 2005).
Apesar da maioria dos meios utilizados para diluicdo de sémen eqlino refrigerado ser
composta de leite desnatado em pé e glicose, baseados na férmula de Kenney et al. (1975),
variagbes estdo comercialmente disponiveis e diferem principalmente em relagdo a

composicao de antibidticos e agtcares (Varner, 2003).

Justificativa

A biotécnica de refrigeracdo do sémen pode ser largamente utilizada nos plantéis de
asininos, facilitando a troca de material genético entre os criatorios sem a necessidade de
deslocamento fisico dos reprodutores, além de maximizar o uso de um Unico ejaculado para

varias inseminacdes artificiais.

Objetivo
O presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito das diluicBes 1:1 e 2:1, e dos
métodos de refrigeracdo de sémen asinino em refrigerador comercial e caixa de transporte,

perante meio modificado a base de leite em p6 desnatado.

Material e Métodos

Foram utilizados quatro ejaculados de um jumento da raca Pega com 4,5 anos de
idade, alojado no Hospital Veterinario da UNOESTE, Presidente Prudente-SP, alimentado
com feno, ragdo, sal mineral e agua ad libitum. As colheitas foram realizadas com vagina

artificial modelo Botucatu a 42°C, com o auxilio de manequim. Para a refrigeracdo do sémen,
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foram utilizados refrigerador comercial a 6°C e caixa térmica para transporte a 12°C (Botu
Box®).

Os ejaculados foram analisados segundo normas do CBRA (1998). As amostras foram
avaliadas a fresco e nos momentos zero hora (MO0) e seis horas (M6), para as caracteristicas
motilidade e vigor espermaticos. As amostras de sémen foram fracionadas em quatro
aliquotas, diluidas nas proporcdes de 1:1 e 2:1, com meio modificado a base de leite
desnatado, segundo férmula abaixo descrita, a partir do meio de Kenney et al. (1975). O
sémen foi processado em dois tratamentos: diluicdo de 1:1 e 2:1 em banho-maria a 37°C,
transferido ao refrigerador comercial a 6°C, o mesmo procedimento foi feito com as outras
duas aliquotas nas diluicdes de 1:1 e 2:1, armazenadas em caixa de transporte, equilibrando-se
a 14°C, apo6s 4 horas de estocagem.

Férmula do meio modificado utilizado no experimento: leite em pd desnatado 25g,
glicose 25g, H,O dd g.s.p. 500mL. Para comparar os percentuais médios de motilidade
espermatica observada em dois diferentes momentos utilizou-se o teste t pareado. Para
comparar as medidas de escores de vigor espermatico observados em dois diferentes
momentos utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As medias de motilidade
espermatica para as quatro técnicas estudadas foram comparadas utilizando-se andlise de
variancia (ANOVA). As medianas de escores de vigor obtidas para as quatro técnicas

estudadas foram comparadas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Friedman (ANOVA).

Resultados e discussao

Devido a rusticidade dos muares, a espécie asinina foi pouco pesquisada quando
comparada a espécie equina. Atualmente, 0s cruzamentos entre essas duas espécies vem tendo
destaque para uso no trabalho em pequenas propriedades rurais, sendo a utilizacdo do sémen
refrigerado uma alternativa para a multiplicagdo dos animais. No presente estudo, as médias
de motilidade espermatica das colheitas nos momentos MO e M6 de refrigeracdo nas
diferentes diluicGes e métodos utilizados estdo ilustradas na tabela 1.

Tabela 1 — Comparacdo entre médias de percentuais estimados de motilidade espermatica, utilizando duas dilui¢es e dois
métodos de refrigeracdo de sémen asinino, Presidente Prudente-SP.

Motilidade (%)

Técnica p-value
MO M6
Caixa 1:1 85 62,5 0,185
Caixa 2:1 82,5 60 0,185
Refrigerador 1:1 85 42,5 0,042*
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Refrigerador 2:1 82,5 50 0,143
*significancia estatistica

Verificou-se que a motilidade espermatica foi significativamente superior quando do
emprego da diluicdo 2:1 na refrigeracdo realizada no refrigerador comercial e ndo houve
diferenca para as dilui¢cbes na caixa de transporte. A queda da motilidade espermatica do
sémen refrigerado ocorre com o passar do tempo, pois a membrana plasmatica afetada pelo
frio pode sofrer mudangas na sua permeabilidade (Amann e Graham, 1993). As varidveis
diluicdo e métodos de refrigeracdo para o vigor espermatico estdo ilustrados na tabela 2.

Tabela 2 — Comparacdo entre medianas de escores estimados para vigor espermatico, utilizando duas dilui¢des e dois
métodos de refrigeracdo de sémen asinino, Presidente Prudente-SP.

Vigor (escores)

Técnica p-value
MO M6
Caixa 1:1 4 35 0,252
Caixa 2:1 4 3,5 0,181
Refrigerador 1:1 4 3 1,000
Refrigerador 2:1 4 3 0,194

Para o vigor espermatico ndo houve diferenga significativa entre diluicGes ou métodos
de refrigeracdo de sémen. O sémen de garanh@es foi estocado a 15°C por 24 horas, sendo
mais eficiente que a 5°C, com aumento da longevidade espermaética e melhores indices de
prenhez Batellier et al. (2001). Em contrapartida, Ball (1998) relata que existe uma reducao
significativa da fertilidade quando o sémen ¢ estocado por 24 horas a 20°C, comparada aquela
obtida apds preservacdo a 5°C. Uma taxa de diluicdo adequada é fundamental para a
preservacdo da viabilidade espermatica quando sob refrigeracdo. Jasko et al. (1992)
verificaram que taxas de diluicdo variando entre 1:4 a 1:19 sdo adequadas para a preservacao

do sémen equino refrigerado a 5°C.

Conclusoes

Perante a formulacéo sugerida para o meio modificado a base de leite em p6 desnatado
para refrigeracdo de sémen asinino, a motilidade espermética foi melhor preservada com a
diluigdo 2:1 para o método de estocagem em refrigerador comercial. Para a caixa de

transporte, as duas diluicdes ndo diferiram para a motilidade espermatica.
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INTRODUCAO

Resultados satisfatérios tém sido demonstrados com o emprego da eletroacupuntura
(EA) para o tratamento da dor pds-operatoria, determinando a reducdo do requerimento de
opidides, de modo favorecer a recuperacdo pds-cirdrgica (Kotani et al., 2001; Cassu et al.,
2008).

Objetivou-se avaliar os efeitos cardiorrespiratorio, neuroenddcrino, sedativo e
analgésico pos-operatorio, mediados pela aplicacdo de EA nos pontos estbmago 36, baco
pancreas 6, vesicula biliar 34, bem como o uso do estimulo elétrico nos dermatomos peri-
incisionais, além da associacdo de ambas as técnicas, em cadelas submetidas a

ovariossalpingohisterectomia (OSH).

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas 24 cadelas, sem raca definida, adultas, com peso médio de 11+12,
selecionados mediante exames fisico e laboratorial (hemograma, funcdo hepatica e renal),
provenientes da rotina cirurgica do Hospital Veterinario da Unoste, encaminhados para
realizacdo de OSH. Todos os animais tranquilizados com acepromazina 0,2% (0,05 mg/kg iv),
seguindo-se a inducdo anestésica com tiopental sodico (12 mg/kg iv) e posterior manutencédo
sob anestesia geral inalatdria, com halotano, em ventilagdo espontanea. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: GEA (n=6): foi realizada EA, nos pontos
Estbmago 36 (E36), Baco-pancreas 6 (BP6), Vesicula biliar 34 (VB34), bilateralmente
aplicada durante 45 minutos antes da inducdo da anestesia. GD (n=6): tratamento semelhante
ao realizado em GEA, porém a aplicacdo de estimulo elétrico foi realizada nos dermatomos
peri-incisionais, de modo que as agulhas de acupuntura foram inseridas longitudinalmente, do

lado direito e esquerdo, ao longo da incisdo cirargica, de aproximadamente 4 cm, que foi
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realizada na linha alba, abaixo da cicatriz umbilical. GEAD: foi realizado estimulo elétrico em
acupontos, semelhante ao descrito em GEA, além do estimulo em dermatomos semelhante ao
descrito em GD. Gsham: tratamento semelhante ao descrito em GEA, porém as agulhas foram
introduzidas em pontos falsos de acupuntura, os eletrodos do aparelho de EA foram acoplados
nas mesmas, no entanto o estimulo elétrico ndo foi aplicado. Os pontos falsos foram
selecionados em regiGes proximas aos referidos acupontos utilizados, porém em grupos
musculares, nos quais ndo percorrem meridianos principais.

Foram avaliados: freqliéncia cardiaca (FC); pressdo arterial sistélica ndo invasiva
(PAS); frequiéncia respiratoria (f); saturacdo de pulso de oxigénio na hemoglobina (SpOy,);
temperatura retal (TR); varidveis hemogasométricas; concentracdo sérica de cortisol; tempo
médio para extubacdo e periodo de recuperagdo anestésica.

Ap0s o término da cirurgia os animais foram submetidos a avaliagdo cega em relacéo
ao: grau de analgesia e sedacdo, mediante escala descritiva numérica, com mensuracéo, 1, 3,
6, 12 e 24 horas e necessidade de analgesia resgate.

A estatistica foi realizada com anélise de variancia e teste de Tukey, considerando-se
nivel de 5% de significancia (p<0,05) (Zar, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram efeito analgésico mais efetivo nos
animais tratados com estimulo elétrico nos pontos de acupuntura, observando-se escores
inferiores de dor nos animais do GEA (Tab 1) em relacdo aos demais grupos, embora sem
diferenca significativa. O mecanismo de ac¢do da acupuntura ndo esta totalmente elucidado,
porém alguns estudos concordam com a teoria classica do “portao de controle”, na qual o
estimulo proporcionado pelas agulhas é capaz de alterar a percepcao da dor na medula
espinhal. Ademais, a EA estimula o sistema inibitorio da dor, além de determinar a liberacdo
de opioides enddgenos, favorecendo a modulacdo nociceptiva (Kotani et al., 2001).

A associacdo do estimulo dos acupontos aos dermatomos peri-incisionais ndo
determinou incremento na modulacgdo da dor. Embora a média dos escores (Tab 1)
observados na 1? hora de avaliagdo tenha sido inferior no GEAD em relacdo aos demais
grupos, nao houve diferenca significativa. Efeito analgésico semelhante foi observado nos
grupos GEA e GEAD, com necessidade de analgesia resgate (Fig 1) em apenas 33% dos
animais. Paralelamente, o tratamento com o estimulo dos dermatomos peri-incisionais ndo

resultou em analgesia satisfatoria, de modo que 83% dos animais do GD necessitaram de
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analgesia resgate, sendo esta resposta semelhante a observada no Gsham, onde 100% dos
animais necessitaram de analgesia resgate (Fig.1).

Houve aumento significativo do cortisol em todos os grupos em relacéo aos valores
basais (Tab 3) na 12 hora apds o término da cirurgia, o qual manteve-se elevado durante as
primeiras 12 horas, retornando aos valores basais, 24 horas ap0s a cirurgia, corroborando
resultados prévios (Johnston, 1964). Porém, ndo existe uma correlacdo direta entre a
intensidade do efeito analgésico e a concentracdo de cortisol, de modo que a resposta
enddcrina ndo é um fator limitante para o sucesso da EA (Bossut et al., 1983).

Durante o procedimento anestésico, as variaveis cardiorrespiratorias e
hemogasométricas mantiveram-se estaveis, com reducao da temperatura retal em todos os
grupos, em funcdo da queda do metabolismo e depressao hipotaldamica determinadas pela
anestesia geral (Hall & Clarke, 1991).

Com relagdo a recuperacao anestésica, 0s tempos médios de extubacgdo e deambulacao
ndo diferiram entre os grupos, bem como o grau de sedacéo, sugerindo que as técnicas de
eletroanalgesia utilizadas neste estudo ndo interferiram na recuperacao pos-operatoria.

Conclui-se que a aplicacdo preemptiva de estimulo elétrico nos acupontos E36, VB34
e BP6 determina efeito analgésico satisfatério em cadelas submetidas a OSH, favorecendo a
reducdo do requerimento analgésico no periodo pos-operatorio. O estimulo de dermatomos
peri-incisionais promove discreta analgesia pos-operatoria, enquanto o estimulo de pontos

falsos de acupuntura ndo induz efeito analgésico satisfatorio.
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Tabelas

Tabela 1. Valores médios e desvio padrio dos escores de dor e sedacio em cadelas submetidas a
ovariossalpingohisterectomia nos grupos: GEA (n=6), aplicac¢do de estimulo elétrico em pontos de acupuntura;
GD (n=6), aplicagdo de estimulo elétrico em dermatomos peri-incisionais; GEAD (n=6), aplicacio de estimulo
elétrico em pontos de acupuntura e em dermatomos peri-incisionais e Gsham (n=6): sem tratamento.

GRUPOS 1h 3h 6h 12h 24h
Escores de dor
GEA
6,5+2" 310,58 2418 2,5+18 241,58
D
G 8+2* 3+1,5° 2,5+28 2,5+28 2+1,5°
GEAD 5+2A 3,5+178 3,5+178 3+1,5"8 2+18
Gsham
7,25+ 2,642,58 3,5+28 2418 2418
Escores de sedacéo
GEA
241 242 1541 e
GD
2,5+1,5 3+2 15¢15 e
GEAD
2,5+1,5 1415 05405 e e
Gsham
2+1 140,5 05405 e e

Nas linhas: médias de momentos seguidas de letras maitsculas diferentes diferem entre si. Nas colunas: médias de momentos seguidas de
letras minusculas diferentes diferem entre si. p<0,05.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrao do tempo cirirgico, tempo de extubacio e deambulacio de cadelas
submetidas a ovariossalpingohisterectomia nos grupos: GEA (n=6), aplicaciio de estimulo elétrico em pontos de
acupuntura; GD (n=6), aplicacio de estimulo elétrico em dermatomos peri-incisionais; GEAD (n=6), aplicacao de
estimulo elétrico em pontos de acupuntura e em dermatomos peri-incisionais e Gsham (n=6): sem tratamento.

GRUPOS Tempo cirurgico Extubacio Deambulagao
(min) (min) (min)
Gl 37£13 15+7 51+10
G2 3248 12+3 42411
G3 38+8 12+8 43411
G4 3749 12+7 4049
Figuras

—e—-G3

100 =
80 / ——oG1
/ —o—G2

G4

% de cadelas sem dor

1h 3h 6h 12h 24h

tempo

Figura 1. % de animais sem dor as 1, 3, 6, 12 e 24 horas apés o término da cirurgia nos grupos: GEA (n=6), aplicacio de
estimulo elétrico em pontos de acupuntura; GD (n=6), aplicaciio de estimulo elétrico em dermatomos peri-incisionais; GEAD
(n=6), aplicacdo de estimulo elétrico em pontos de acupuntura e em dermatomos peri-incisionais e Gsham (n=6): sem
tratamento.
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Figura 4. Valores médios de concentracio sérica de cortisol (ug/dl) de cadelas submetidas a ovariossalpingohisterectomia
nos grupos: GEA (n=6), aplicacdo de estimulo elétrico em pontos de acupuntura; GD (n=6), aplicacio de estimulo elétrico
em dermatomos peri-incisionais; GEAD (n=6), aplicacio de estimulo elétrico em pontos de acupuntura e em dermatomos
peri-incisionais e Gsham (n=6): sem tratamento.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A toxocariase € uma enfermidade ocasionada pela ingestdo de ovos embrionados de
Toxocara canis ou, menos comumente, de T. cati. Ao eclodir, as larvas atravessam a parede
do intestino delgado e ganham a circulacdo pela via hepética, migrando para diversos 6rgaos,
causando a sindrome de larva migrans visceral; ou olhos, dando origem a sindrome de larva
migrans ocular, que sdo conhecidas atualmente como toxocariase visceral e ocular,
respectivamente (MAGNAVAL et al., 2001).

A principal via de transmissdo da toxocariase humana se da pela ingestdo de ovos
larvados presentes em solo, especialmente de parques e jardins. A doenc¢a € mais comum em
criancas, que tem maior contato com solo contaminado, aléem dos héabitos de geofagia e
onicofagia, que facilitam a ingestdo de ovos de Toxocara spp (SCHANTZ, 1989).

Vérios fatores podem estar envolvidos na contaminacdo do solo, como as condi¢Ges
climéticas e ambientais, a textura do solo, e a presenca de cées e de gatos (MURADIAN et al.,
2005). Além desses fatores, existe uma variabilidade muito grande nas metodologias
empregadas para recuperacdo dos ovos de Toxocara spp, que pode levar a resultados falso-
negativos e, consequentemente, uma subestimacdo da freqiiéncia da contaminacdo do solo
(COELHO et al., 2001). Segundo os autores, 0s métodos empregados nesse tipo de pesquisa
sdo extremamente variaveis, impedindo uma comparacdo confiavel entre os estudos.

Dessa forma, justificou-se a realizacdo da presente pesquisa cujo objetivo foi a
padronizagcdo de recuperagdo de ovos de T. canis, utilizando-se um estudo seriado,

comparando variaveis presentes na técnica de centrifugo-flutuacao.
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MATERIAL E METODOS
A avaliacdo das interferéncias das variaveis sobre o processo de recuperacdo baseou-se

no seguinte organograma:

Passo 1- Tempo de filtragem do material antes do processo de recuperacdo de ovos.
Passo 2- Interferéncia do tipo de lavagem.

Passo 3- Re-lavagem com solucdo decinormal de hidroxido de sédio (NaOH 0,1N).
Passo 4- Interferéncia de uma ou duas lavagens com agua destilada.

Passo 5- Interferéncia do tempo de homogeneizagéo.

Passo 6- Interferéncia da re-suspenséo.

Como ponto de partida para comparacdo das varidveis, foi utilizada a técnica de
Dunsmore et al. (1984) com pequenas modificag0es, uma vez que a mesma foi considerada
como a mais eficiente para recuperacdo de ovos de T. canis em amostras artificialmente
contaminadas (OGE; OGE, 2000).

Apos realizagdo das comparacdes, estabeleceu-se os procedimentos obtidos nos passos
1 a 6, para comparacdo das solucGes de flutuacdo (cloreto de sodio, dicromato de sodio,
nitrato de sodio, sulfato de magnésio, e sulfato de zinco), com o padréo de densidade (1.20), e
avaliar posteriormente as duas melhores solucdes em diferentes densidade (1.20; 1.25 e 1.30).

Para cada etapa foram realizadas dez repeti¢bes, com trés leituras para cada repeticao,
sendo a média utilizada para comparacao entre técnicas. As médias obtidas com a recuperacao
de ovos foram submetidas ao teste de Wilcoxon, enquanto para comparar as densidades das
solucdes utilizou-se ANOVA, com nivel de significancia de 5% (TRIOLA, 1999).

RESULTADOS

No primeiro passo, observou-se que a filtragem interfere de forma negativa na
recuperacdo dos ovos, reduzindo drasticamente o numero destes. Quando o material ndo foi
filtrado, a media foi significativamente superior, 21,5 ovos obtidos com Zn,SO, contra 8,5
com a utilizagdo de NaCl (p<0,001). Na segunda etapa, avaliou-se o0 repouso das amostras
antes do seu processamento, porém nao houve diferenca quando esse tempo decorre em 2
horas ou em overnight (p=0,6523). Da mesma forma, ndo houve diferenca (p= 0,8764)
quando foi empregada a agua destilada ou a solugdo anidnica de Tween 80 (0,2%) para
lavagem do solo, e também quando da segunda lavagem com agua destilada ou solucdo
decinormal de NaOH (p<0,9453).
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Quando se comparou a lavagem do solo contaminado com agua destilada, a repeticao
do processo duas vezes foi significativamente superior a uma Unica lavagem (p= 0,0039).

As amostras nesse estudo foram homogeneizadas por um periodo de dois ou 30
minutos antes do processo de recuperagcdo com solucdo hipertdnica. Entretanto, ndo houve
diferenca entre esses periodos (p=0,1934). Quando comparadas a re-suspensao ou nao do
sedimento, houve aumento significativo quando as amostras foram re-suspensas (p<0,0059).

A recuperacdo de ovos foi maior quando da utilizacdo do sulfato de zinco, embora
estatisticamente, a Unica diferenca significativa foi obtida quando comparou-se essa solugao
com o cloreto de sédio (p<001). N&o houve diferenga significativa no ndmero de ovos
recuperados com a alteracdo da densidade das substancias. Esses mesmos resultados foram

obtidos quando se comparou o desempenho das densidades das solucGes isoladamente.

DISCUSSAO

Nesse estudo, a filtragem do material reduziu significativamente a quantidade de ovos
recuperados, diferentemente do que ocorreu com o estudo realizado por Oge e Oge (2000) ao
comparar cinco técnicas diferentes. Provavelmente a filtragem em gaze reteve ovos presentes
no solo. A lavagem de solo antes de seu processamento tem sido utilizada para promover a
liberacdo de sujidades dos ovos, especialmente com o uso de Tween (SANTAREM et al.,
1998). Esse achado foi confirmado nos resultados do presente estudo, onde tanto o uso de
Tween como de hidroxido de sédio ndo diferiram quando do uso de agua destilada, que tem
sido adotada por ser de facil aquisicdo e baixo custo (NUNES et al., 2000).

O tempo de repouso de 12 horas (overnight) tem sido proposto antes do processo de
flutuacdo (NUNES et al., 2000) Entretanto, nesse estudo ndo houve diferenca na obtencao de
ovos quando se utilizou o periodo de duas horas. Da mesma forma, ndo houve diferenca no
tempo de homogeneizagdo das amostras, ao comparar dois e 30 minutos. Conseqlientemente,
0 processo pode ser realizado com repouso de duas horas e homogeneizacao por dois minutos.

Houve aumento significativo do nimero de ovos recuperados quando feita a re-
suspensdo do material, corroborando Oge e Oge (2000).

Em alguns estudos observou-se um aumento na recuperacdo de ovos com solucdes
com densidades maiores que 1.20, tais como Na,Cr,04 (d=1.35) (NUNES et al., 1994), o
MgSQ, associado ao iodeto de potassio (d=1.27) (QUINN et al., 1980) e NaNO; (d=1.22)
(DUNSMORE et al., 1984). Utilizando solu¢bes com a mesma densidade que a do presente
trabalho (d=1.20), Oge e Oge (2000) verificaram que o0 ZnSO4 mostrou-se como a melhor

solugdo. Na comparacéo das solugdes hiper-saturadas, a recuperagdo foi maior quando do uso
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de ZnSO,, embora a diferenca s foi observada em relacdo ao cloreto de sodio. A elevacao da
densidade do Na,Cr,04 e do sulfato de zinco ndo mostrou vantagem nesse procedimento.
Dessa forma, as chances de recuperacgdo de ovos de T. canis podem ser ampliadas pela
re-suspensao do sedimento, enquanto que a filtragem reduz consideravelmente o numero de
0Vvos, e a agua destilada apresenta propriedades que permitem seu uso na lavagem do solo. A

densidade da solucdo, por sua vez ndo altera a recuperacédo de ovos.
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Introducio

A inseminacdo artificial tem sido utilizada pelos criadores devido ao melhor
aproveitamento do garanhdo, proporcionando a utilizacdo do sémen para varias éguas, onde a
utilizacdo de sémen refrigerado ou congelado reduz o risco de transmissdao de doencas
venéreas, associado em geral ao transito de animais entre os haras (Squires et al., 1999).
Apesar da maioria dos meios utilizados para diluicdo de sémen eqlino refrigerado ser
composta de leite desnatado em po e glicose, baseados na formula de Kenney et al. (1975),
variacbes estdo comercialmente disponiveis e diferem principalmente em relacdo a

composicao de antibidticos e actcares (Squires et al., 1999).

Justificativa

A biotécnica de refrigeracdo do sémen pode ser largamente utilizada nos plantéis de
equinos, facilitando a troca de material genético entre os criatdrios sem a necessidade de
deslocamento fisico dos reprodutores, além de maximizar o uso de um Unico ejaculado para

varias inseminacdes artificiais.

Objetivo
O presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito das diluicBes 1:1 e 2:1, e dos
métodos de refrigeracdo de sémen equino em refrigerador comercial e caixa de transporte,

perante meio modificado a base de leite em po6 desnatado.

Material e métodos

Utilizou-se quatro ejaculados de um garanhdo da raca Mangalarga com 12 anos de
idade, alojado no Hospital Veterinario da UNOESTE, Presidente Prudente-SP, alimentado
com feno, racdo, sal mineral e agua ad libitum. As colheitas foram realizadas com vagina
artificial modelo Botucatu a 42°C, com o0 auxilio de uma égua como manequim, devidamente

contida. Para a refrigeragdo do sémen, foram utilizados refrigerador comercial a 6°C e caixa
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térmica para transporte a 12°C (Botu Box®). As amostras foram analisadas a fresco e nos
momentos zero hora (MO0) e seis horas (M6), para as caracteristicas motilidade e vigor
espermaticos.

As amostras de sémen foram fracionadas em 4 aliquotas, diluidas nas propor¢oes de
1:1 e 2:1, com meio modificado a base de leite desnatado, segundo formula abaixo descrita, a
partir do meio de Kenney et al. (1975). O sémen foi processado em dois tratamentos: diluicdo
de 1:1 e 2:1 em banho maria a 37°C, transferido ao refrigerador comercial calibrado a 6°C, o
mesmo procedimento foi feito com as outras 2 aliquotas nas diluicbes de 1:1 e 2:1,
armazenadas em caixa de transporte, equilibrando-se a 14°C, ap0s 4 horas de estocagem.

Férmula do meio modificado utilizado no experimento: leite em pd desnatado 25g,
glicose 25¢, H,O dd g.s.p. 500mL. Para comparar os percentuais médios de motilidade
espermatica observada em dois diferentes momentos utilizou-se o teste t pareado. Para
comparar as medidas de escores de vigor espermatico observados em dois diferentes
momentos utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As médias de motilidade
espermatica para as quatro técnicas estudadas foram comparadas utilizando-se analise de
variancia (ANOVA). As medianas de escores de vigor obtidas para as quatro técnicas
estudadas foram comparadas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Friedman (ANOVA).

Resultados e discussiao

Os diluidores de sémen sdo solucBes destinadas a proteger os espermatozdides de
condicGes desfavoraveis e prolongar sua sobrevivéncia durante a refrigeracdo e o transporte,
além de apresentarem a vantagem de aumentar o volume da dose inseminante e auxiliarem na
analise microscépica dos ejaculados (Pickett e Shiner, 1994; Darenius, 1998). As médias de
motilidade das colheitas nos momentos MO e M6 de refrigeracdo nas diferentes diluicGes e
métodos utilizados estdo ilustradas na tabela 1.

Tabela 1 - Comparacdo entre médias de percentuais estimados de motilidade espermatica, utilizando duas diluicdes e dois
métodos de refrigeracdo de sémen eqiino, Presidente Prudente-SP.

Motilidade (%)

variaveis p-value
MO M6
Caixa 1:1 70% 32,5% 0,057
Caixa 2:1 67,5% 25% 0,042*
refrigerador 1:1 70% 30% 0,046*
refrigerador 2:1 67,5% 27,75% 0,063

* siginificancia estatistica.
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Apesar da diluicdo 2:1, oferecer uma maior proporcdo de meio diluente para o
metabolismo espermatico, verificou-se que a motilidade espermatica foi significativamente
superior quando do emprego da diluicdo 1:1 na refrigeracdo realizada no refrigerador
comercial e na caixa de transporte. Diante desse resultado, sugere-se que a diluicdo 1:1, para o
meio modificado sugerido seja a mais indicada para a refrigeracéo de sémen equino dentro do
periodo de 6 horas de estocagem.

A queda da motilidade espermatica do sémen refrigerado ocorre com o passar do
tempo, pois a membrana plasméatica afetada pelo frio pode sofrer mudangas na sua
permeabilidade, que resulta em alteracbes funcionais e metabodlicas, prejudicando a
motilidade e a capacidade fecundante dos espermatozoides (Amann e Graham, 1993). As
variaveis diluicdo e método de refrigeracdo relacionados ao vigor espermatico estdo ilustrados
na tabela 2.

Tabela 2 — Comparacdo entre medianas de escores estimados para vigor espermatico, utilizando duas diluigBes e dois
métodos de refrigeracdo de sémen eqiiino, Presidente Prudente-SP.

Vigor espermatico

variaveis p-value
MO M6
Caixa 1:1 3,5 2,5 0,37
Caixa 2:1 3,5 2,5 0,37
refrigerador 1:1 3,5 2,5 0,25
refrigerador 2:1 3,5 2,0 0,25

Para o vigor espermatico nao houve diferenca significativa entre diluicdes ou métodos
de refrigeracdo de sémen. Supostamente, essa auséncia de significancia possa estar
relacionada ao numero de ejaculados processados, uma vez que a sua ampliacdo poderia
resultar em nivel de significancia. Alguns garanhdes tiveram o sémen estocado a 15°C por 24
horas, sendo mais eficiente que a 5°C, com aumento da longevidade espermatica e melhores
indices de prenhez Batellier et al. (2001).

Os resultados de Kankofer et al. (2005) sugerem que, para uma maior atividade de
algumas enzimas antioxidantes, certa quantidade de plasma seminal deve ser mantida no
ejaculado no momento da sua diluicdo. Uma taxa de diluicdo adequada é fundamental para a
preservacdo da viabilidade espermatica quando sob refrigeracdo. Jasko et al. (1992)
verificaram que taxas de dilui¢do variando entre 1:4 a 1:19 s&o adequadas para a preservacdo
do sémen equino refrigerado a 5°C, e a presenca de pelo menos 5% de plasma seminal é

importante para a manutencdo da viabilidade do sémen.
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Novos testes deverdo ser realizados com a formulacdo sugerida para confirmacao dos
resultados, propiciando uma nova opcdo para 0 emprego da biotécnica de inseminacéao

artificial com sémen equino refrigerado.

Conclusoes
Perante a formulacdo sugerida para o meio modificado a base de leite em p6 desnatado
para refrigeracao de sémen equino, sugere-se a utilizacdo da diluicdo na proporcdo de 1:1 para

os métodos de estocagem em refrigerador comercial e caixa de transporte.
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