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se disponiveis gratuitamente no sitio eletrénico do PPGCV, fornecendo contetdo técnico-
cientifico acessivel aos estudantes e a comunidade além dos muros da Universidade.

Até o momento, nove livros foram publicados, permitindo que docentes e pos-
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é obrigatorio a participacao de um docente do Programa, associado a um discente e/ou egresso.
Além disso, em sua maioria os capitulos possuem co-autoria de colaboradores externos, assim
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material didatico nas disciplinas de graduacéo.

Assim, apresentamos o livro “TOPICOS ESPECIAIS EM CIENCIA ANIMAL X”,
sendo permitido seu pleno uso de textos e figuras, desde que respeitados os direitos dos autores
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Tépicos Especiais em Ciéncia Animal X

1 INTRODUCAO

A piscicultura é uma das atividades agropecudrias que mais crescem no mundo,
sobretudo no Brasil, fornecendo ao mercado uma fonte de proteina animal de boa qualidade,
além de poder ser implantada em diversos mercados e escalas de producdo. Devido ao evidente
crescimento, a demanda por equipamentos, servicos e insumos também aumenta
proporcionalmente, criando uma cadeia produtiva que envolve diversos setores econdmicos. A
medida em que a piscicultura se intensifica buscando melhores indices de producdo, toda cadeia
associada de servigos e insumos também acompanha esta intensificacdo se tornando mais
especializada e tecnificada. Dentre os diversos elos desta cadeia destaca-se a industria de ragdo
para peixes, tamanha importancia a nutricdo exerce sobre os custos de producdo e indices
zootécnicos de crescimento e engorda das espécies cultivadas (SONODA; FRANCA; CYRINO,
2016).

No Brasil, a industria da racdo para peixes esta relacionada ao complexo processo que
envolve caracteristicas regionais de mao-de-obra, rede de distribuicdo e logistica, além do
cenario mundial do comércio de commodities como soja, milho e farinha de peixe. Esta rede
atrela diretamente a indUstria da racao para peixes a questdes que envolvem a macroeconomia
mundial e conflitos ambientais e agrarios, além de questdes relacionadas a demanda do
consumo de pescado. Este cenario, aparentemente ameacador, comum dentro da indUstria de
alimentacdo animal, faz com que os custos dentro do complexo industrial da producéo de racédo
para peixes estejam sujeitos a variacdes econdmicas relevantes (FELTES et al., 2010).

As altas nos pregos das commodities, geralmente cotadas em doélar americano, refletem
em altas nos precos das racOes para peixes. Além disto, o cenario de dependéncia do mercado
externo para oferta de insumos expde o complexo industrial ao risco de desabastecimento, o
que reflete no preco final da racdo por pura lei de oferta e demanda. E importante compreender
que o uso de ingredientes alternativos as commodities é fundamental para a seguranga
econdmica da industria de racdo para organismos aquaticos e a viabilidade econdmica de uma
piscicultura intensiva, pois grande parte dos custos de producdo da carne de peixe cultivados
em sistemas semi-intensivos ou intensivos é composta pelos gastos com ragdo comercial
(BARONE, 2017).

A dependéncia de insumos susceptiveis a constantes varia¢oes de preco e fornecimento
abriram horizonte para estudos e utilizacdo de novos ingredientes, como subprodutos da
previamente conhecida industria de grdos e mais recentemente, as farinhas de insetos como

substitutos proteicos nas racdes. O desafio, porém, ndo é simples, visto que para ganhar espaco
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Capitulo 1. Ingredientes alternativos na fabricagdo de ragdo para peixes

em meio ao tradicional é preciso atingir pardmetros de alto valor nutricional, baixo custo,
padrdo de qualidade e constancia de oferta (COSTA, 2019).

O objetivo deste capitulo é dar um panorama teorico e cientifico sobre a importancia da
utilizacdo de ingredientes alternativos as commodities para a fabricacdo de racao para peixes e
trazer a tona o estado da arte da pesquisa com alguns ingredientes alternativos e eficientes de

origem animal e vegetal.

2 A INDUSTRIA DE RACAO PARA PEIXES NO BRASIL

O Brasil é o terceiro maior produtor de racdo animal mundial, em 2020 o pais produziu
77 toneladas métricas de racdo registrando aumento de 10% em relacdo ao ano anterior
enquanto a media mundial teve aumento de apenas 1%. Em 2013, cerca de 700 mil toneladas
de racéo para aquicultura foram produzidas no Brasil e 85% desta produgéo foi destinada ao
cultivo de peixes, principalmente a tilapia, para atender a crescente demanda do mercado
nacional. Quantitativamente, os nimeros ultrapassaram os alcancados pela prépria producao de
peixes (GOMES et al., 2016; PEREZ; GOMES, 2014).

O impacto econdmico da piscicultura ndo se da somente pela producdo de peixes, mas
também por oportunizar empregos em diversos setores agroindustriais. Dentre as formas de
geracdo de trabalho indireto, a indUstria da fabricacdo de racdo para peixes € um exemplo de
destaque. O complexo sistema envolvendo logistica e fluxo de matéria prima rende inimeros
empregos, que de certa forma estdo diretamente relacionados a importancia do uso de racoes
formuladas na aquicultura (SONODA; FRANCA; CYRINO, 2016).

Em uma producdo aquicola, a qualidade da racdo é fator determinante para que se
atinjam resultados de alta produtividade e é considerado o principal insumo componente de
custo varidvel. O custo de uma racdo comercial € afetado por fatores diversos como:
formulacdo, ingredientes, industrializagdo, controle de qualidade, custos administrativos,
custos operacionais e transporte, sendo que destes, os ingredientes podem representar até 50%
do custo de producéo e dentre os ingredientes utilizados na fabricacdo de racdo para aquicultura
podemos destacar a soja, 0 milho e a farinha de peixe (SONODA; FRANCA; CYRINO, 2016).

Sabe-se que a cultura de grdos, principalmente a soja, tem grande importancia na
economia mundial, sendo utilizada para extracdo de 6leo, destinado a alimentagdo humana, e
ainda se apresenta como um dos principais ingredientes para formulagéo de ragcdo animal,
devido ao alto teor de proteinas que possui (FREITAS, 2011). A versatilidade da soja conquista

interesse mundial, e neste cenario de mercado o Brasil ocupa o posto de maior exportador e
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segundo maior produtor de soja no planeta, os crescentes investimentos neste tipo de cultura no
pais possuem relacdo direta com o desenvolvimento rapido de tecnologias de producgéo focadas
em atender principalmente o mercado externo, formando um ciclo virtuoso onde a demanda
atrai o0 avanco tecnoldgico e vice-versa (APROSQOJA, 2018).

Outro grdo de grande relevancia para a industria de ragdo animal é o milho. Devido a
facilidade de cultivo e colheita do gréo, se tornou um ingrediente mundialmente difundido tanto
para nutricdo humana quanto, para a nutricdo animal. Além disso, o0 milho é uma excelente
fonte de energia advinda do seu elevado teor de carboidratos (COELHO, 2018). Segundo Souza
et al. (2018), o milho é o segundo grdo mais exportado e comercializado no Brasil. O cultivo
do milho cresce continuamente com o aumento da demanda mundial. O pais ganha espago no
mercado, visto que os Estados Unidos da América, hoje maior produtor do grdo no mundo, tém
destinado sua producdo principalmente para a producdo de combustivel. Segundo a CONAB
(2017) desde a década de 70 a producdo de milho no Brasil registra aumento de 245%.

O amendoim estd entre as principais oleaginosas produzidas no mundo, perdendo
apenas para a producdo de soja, algodao e canola (FREITAS et al., 2005). Impulsionando o
setor, a China, india e Estados Unidos figuram como os maiores produtores mundiais. No
Brasil, o destaque para o crescimento na produgdo de amendoim encontra-se no estado de S&o
Paulo, que domina a producdo nacional sendo responsavel por 80% do amendoim cultivado no
pais (AGRIANUAL, 2012). O principal produto da industrializacdo é o 6leo de amendoim,
gerando um subproduto posterior a esse processo chamado de torta de amendoim, que desperta
interesse das fabricas de racéo, pois ap6s seco e moido da origem ao farelo de amendoim, que
se caracteriza por possuir interessantes niveis de proteina. Niveis, porém, um tanto quanto
variaveis de acordo com o método utilizado na extracdo do 6leo (BUTOLO, 2002).

Tanto para producdo de soja e milho, quanto para o amendoim levantam-se questdes
controversas relacionadas ao impacto ambiental para implantacdo e manutencéo das culturas,
sobretudo pela utilizacdo em larga escala de defensivos agricolas e de espécies transgénicas que
interferem na biodiversidade local. Além disso, a abertura de novas areas de cultivo de grdos
para o desenvolvimento do agronegdcio, tem acentuado o desmatamento principalmente na
regido do cerrado brasileiro. Estima-se que 0 aumento das areas agricolas seja de 4,7% ao ano
nas proximas décadas sendo um dos maiores crescimentos no mundo (SILVA et al., 2015).

O ingrediente de maior valor econémico utilizado na fabricacdo de ragdes para
aquicultura é a farinha de peixe. Este ingrediente oriundo do residuo da producéo de pescado
corresponde 40% da massa produzida. Residuo este, composto principalmente por visceras e

0sso0s que além do fator quantitativo, exerce também relevancia qualitativa, uma vez que € a
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principal fonte de proteina utilizada em racfes para espécies aquicolas. Entretanto, € um
ingrediente caro e cada vez mais escasso no mercado (NAYLOR et al., 2000). Apesar da farinha
de peixe normalmente ser produzida a partir de subprodutos, a valorizacdo deste ingrediente
chama atencdo para uma problematica, pois a maior parte deste insumo é proveniente de
residuos gerados pela atividade da pesca, possuindo entdo, potencial para aumentar a presséo
sobre os recursos pesqueiros (FABREGAT et al., 2018).

Uma alternativa para reduzir os impactos causados pela producdo de racdo é a
formulacédo de alimentos a base de ingredientes alternativos, que apresentem valor nutricional
semelhante aos ingredientes utilizados convencionalmente pela industria. Pois o fornecimento
de racOes com ingredientes de baixa digestibilidade gera a reducdo da absorcéo de nutrientes e
0 aumento da excrecdo de compostos poluentes reduzindo a eficacia do processo produtivo
(CYRINO et al., 2010).

3 INGREDIENTES ALTERNATIVOS COMO SOLUCAO SUSTENTAVEL PARA A
AQUICULTURA

O foco das pesquisas para tornar possivel a substituicdo da farinha de peixes por uma
fonte de proteina mais sustentavel tem sido sobre matérias primas como residuos do
processamento da producdo animal (farinha de ossos, farinha de visceras de aves e farinha de
sangue), proteinas microbianas e subprodutos do processamento de sementes oleaginosas em
especial a soja (HARDY, 2010).

Um dos maiores obstaculos na utilizacdo da proteina vegetal é a auséncia de
aminoacidos essenciais que atendem as necessidades nutricionais dos peixes, como a lisina e
metionina, tornando necessario, portanto, a complementacdo (NAYLOR et al., 2000). A farinha
de glaten de milho, por exemplo, apesar de ser altamente digestivel para peixes possui perfil
aminoacidico incompativel para boa substituicio da farinha de peixe além de conter
carboidratos ndo sollveis. As desvantagens, porém, ndo inviabilizam seu uso, visto que pode-
se incorporar a farinha de glaten de milho, concentrados de proteina de trigo/soja ou lisina
sintética, para atender de forma mais adequada o perfil aminoacidico do peixe (HARDY, 2010).

Diversos alimentos de origem vegetal, quando ingeridos, apresentam compostos que
atuam como inibidores da digestibilidade, utilizacdo e absor¢do dos nutrientes, reduzindo o
valor nutricional dos mesmos, essa classe de compostos é chamada de “fator antinutricional”
(SANTOQOS, 2006). Os fatores antinutricionais podem ser divididos em quatro grupos: fatores

que agem na utilizacdo e digestdo da proteina; fatores que agem na utilizacdo dos minerais; anti

18



Tépicos Especiais em Ciéncia Animal X

vitaminas; substancias mistas como as micotoxinas, mimosina, cianogénicos, nitrato,
alcaloides, agentes fotossensibilizantes, fitoestrogénios e saponinas. Também podemos
classifica-los de acordo com a resisténcia dos mesmos a temperaturas mais elevadas: 0s
termolabeis, sensiveis aos processamentos térmicos e 0s termoestaveis, nao anulaveis ou
desestabilizados quando expostos a maiores temperaturas (FRANCIS; MAKKAR; BECKER,
2001; MIURA et al., 2001).

Os fatores antinutricionais presentes em alguns alimentos podem prejudicar a
morfologia intestinal do animal, ocasionando inflamacgdes e alergias. Podem também atuar
diretamente na atividade enzimética, e acabam suprimindo enzimas especificas essenciais na
digestdo, como a amilase e a protease, que por sua vez tem a funcdo de hidrolisar as proteinas
ingeridas, quebrando-as em moléculas simples, facilitando a absor¢do pelo intestino e
consequentemente permitindo que sejam utilizadas nos processos biolégicos do animal
(LOVATTO et al., 2017). Portanto, os fatores antinutricionais presentes em vegetais aqui
citados é uma das principais dificuldades e desafios da substituicdo parcial da farinha de peixe
por tais alternativas, sendo verificados em alguns estudos afetando o desempenho de diversas
espécies de peixes como a Dourada (Sparus aurata) (KOKOU et al.,, 2012), Sargo
(Acanthopagrus schlegelii) (SUN et al., 2015) e linguado (Platichthys stellatus) (SONG et al.,
2014).

Estudos para avaliacdo de ingredientes provenientes de origem animal como farinha de
0ss0s e carne para Sparus aurata (MOUTINHO et al., 2017); farinha de penas hidrolisadas na
alimentacdo da carpa (Cyprinus carpio) (GRAEFF; MONDARDO, 2006); farinha de pena e
visceras de frango para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (STEFFENS, 1994); entre outros,
em sua maioria conseguiram niveis de substituicGes consideraveis, chegando a 75% a 100%,
corroborando com a prerrogativa de que fatores antinutricionais presentes em fontes vegetais
estdo diretamente relacionados a perda de desempenho metabdlico e crescimento do peixe
quando utilizados em altos niveis de substituicdo a farinhas de origem animal, isso se deve
também a provavel caréncia de aminoacidos e &cidos graxos insaturados (NAYLOR et al.,
2000).

3.1 INGREDIENTES ALTERNATIVOS PROMISSORES PARA A INDUSTRIA DE
RACAO PARA PEIXES

Por caracteristicas fisiologicas proprias dos peixes, 0 percentual proteico e a relacéo

proteina/energia das racGes é de grande importancia para os resultados no crescimento
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(BOSCOLO etal., 2011). Toda substituicdo de ingredientes convencionais por seus alternativos
deve ser feita sob a orientagdo de resultados cientificos positivos. Estudos sobre digestibilidade
de diversos ingredientes alternativos sugerem resultados positivos contribuindo para o avanco
das pesquisas sobre o assunto. A seguir lista-se alguns ingredientes proteicos que possuem

comprovado potencial para substituicdo ou séo apontados como potenciais para tal.

3.1.1 Derivados do beneficiamento da soja

Produtos oriundos do processamento da soja Sdo vistos como nutritivos e econdmicos,
com equilibrio de aminoécidos razoavel e de alto teor proteico, podendo conter de 44 a 50% de
proteina bruta. Durante a extracdo do 6leo da soja, parte dos fatores antinutricionais sao
removidos ou inativados depois de submetidos a alta temperatura, melhorando os resultados de
desempenho animal (GATLIN et al., 2007). O farelo de soja demonstra ser alternativa viavel a
ser utilizado por possuir adequado equilibrio de aminoacidos, e ainda possuir quantidade maior
de lisina em relacdo aos demais vegetais, aminoacido este, considerado um dos mais limitantes
em dietas para peixes. Para peixes de agua doce, contem quase todos os acidos graxos
necessarios (FABREGAT et al., 2018).

Ao se comparar com a farinha de peixe, o farelo de soja possui pouca quantidade de
aminoacidos sulfurados como a cistina e metionina, porém é possivel suplementar com
aminoéacidos sintéticos, que melhoram a retencdo de nitrogénio, conversédo alimentar, ganho de
peso e reducdo de gordura na carcaga. Em peixes carnivoros, como a truta, é aceitavel utilizar
até 50% de farelo de soja no lugar da farinha de peixe e em peixes onivoros essa percentagem
pode chegar em até 95% (ALVAREZ et al., 2007).

O concentrado proteico de soja é outra alternativa oriunda do processamento da soja, e
em sua composicao o nivel de proteina bruta chega a 70%, enquanto o concentrado proteico
isolado pode chegar aos 90% de proteina (TSUKAMOTO; TAKAHASHI, 1992). Quando
suplementado com aminoacidos, o concentrado proteico de soja tem se mostrado um
ingrediente promissor na utilizacdo de racdes em testes realizados com alevinos de tilapia do
Nilo. Para averiguar a eficiéncia do concentrado proteico de soja, foi fornecido 50% da proteina
total originada da farinha de peixe e do composto isolado proteico na ragdo, que se mostrou
viavel no enfoque de desempenho econdmico e zootécnico (RIBEIRO et al., 2012).

Em outro estudo relatou-se que o concentrado proteico de soja € financeiramente mais
viavel do que a farinha de peixe de alta qualidade, devido aos elevados indices de proteina

bruta, com excecdo da metionina e lisina, os niveis podem chegar a 60% e dispdem dos demais
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aminoacidos fundamentais para os peixes (SOLIMAN; ATWA; ABAZA, 2000). Resultados
positivos sdo animadores, mas ndo se descarta a necessidade de avaliagdes considerando as
diferentes fases de cultivo do peixe para validar o uso do concentrado proteico de soja como

fonte adequada de proteina, visto que a exigéncia nutricional animal varia conforme a idade.

3.1.2 Farelo de amendoim

O amendoim é uma das oleaginosas mais produzidas no mundo, sendo o 06leo seu
primeiro produto extraido pela industria (FREITAS et al., 2005). Os principais protagonistas
na producdo mundial sdo China, India e Estados Unidos. A safra brasileira de amendoim
2010/11 foi de aproximadamente 223 mil toneladas, que evidenciou o estado de Sdo Paulo
como principal estado produtor. Sdo Paulo possui area destaque em cultivo e é responsavel por
80% de toda producéo nacional (AGRIANUAL, 2012).

O farelo de amendoim é um subproduto obtido ap6s o processo de extracdo do 6Oleo
comestivel (BUTING; GIBBONS; WYNNE, 1985), destaca-se em palatabilidade e possui boas
caracteristicas nutricionais, além de propriedades favoraveis para a peletizacdo (LOVELL,
1998; ROBINSON et al., 1985). O alto teor proteico se apresenta como fator significativo para
o farelo de amendoim ser considerado alternativo ao farelo de soja (BUTOLO, 2002). A
composicdo quimica verificada no farelo de amendoim pode variar de acordo com o0 processo
para extracao do 6leo (BUTOLO, 2002). Quando o farelo é obtido do amendoim descascado e
desfolhado, seu valor nutritivo fica muito proximo aos valores do farelo de soja (TEIXEIRA,
1998).

Poucos estudos foram conduzidos para avaliar os efeitos da inclusdo da farinha de
amendoim em dietas para peixes. Destes estudos pode-se observar que a substituicdo da farinha
de peixes pela farinha de amendoim em niveis inferiores a 50% néo afetaram o desempenho de
peixes, como observados em tilapia mossambica (Sarotherodon mossambicus) (JACKSON;
CAPPER; MATTY, 1982) e carpa (Cyprinus carpio) (HASAN; MACINTOSH; JAUNCEY,
1997). Em niveis superiores a 50% houve perda de desempenho dos animais, tais resultados
foram relacionados a deficiéncia de aminoacidos essenciais como lisina, metionina e treonina,
ou aos fatores antinutricionais comumente presente neste alimento (SILVA, 2012).

Grande parte de alimentos de origem vegetal possui uma variedade de fatores
antinutricionais. No amendoim assim como no farelo do amendoim podem-se citar os inibidores
de protease e saponinas (TACON; FOSTER; EWARDS, 2003), goitrogénios (BUTOLO, 2002)
e aflatoxina (WILSON; PAYNE, 1994).
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Estudos sédo direcionados para avaliar a capacidade com que algumas espécies toleram
alguns fatores antinutricionais principalmente os inibidores de proteases. Aparentemente 0s
salmonideos possuem mais sensibilidade se comparados com carpas e com bagres do canal
(NRC, 1983). A fim de diminuir ou sanar os efeitos negativos dos fatores antinutricionais o
processamento térmico vem sendo avaliado, porém o processo exige cautela quanto a
temperatura ao qual o alimento € exposto, para que ndo haja perda considerdvel da qualidade
nutricional e degradacéo proteica (NORTON, 1991).

3.1.3 Farinha de gluten de trigo

O glaten de trigo é um coproduto de origem vegetal proveniente do processo de
isolamento do amido da farinha de trigo, € um alimento com elevado percentual proteico e
viscoelastico (DAY et al., 2006), essa caracteristica se da por estruturas como gliadinas e
gluteninas (WIESER, 2007), que quando hidratadas sdo responsaveis pela viscosidade. As
mesmas estruturas aqui citadas como responsaveis pela viscosidade da farinha de gliten sdo
por sua vez a fracdo proteica deste alimento e podem ainda reduzir a utilizacdo de amido e
outros agentes aglutinantes (STOREBAKKEN; SHEARER; ROEM, 2000), conferindo
regularidade interna em dietas extrusadas (DRAGANOVIC et al., 2013).

A farinha de glaten caracteriza-se por ser uma fonte proteica de alta qualidade e
digestibilidade. Possui aproximadamente 80% de proteina podendo chegar a 95%, sendo assim
mais proteica do que a farinha de peixe e o farelo de soja, comumente utilizados e por apresentar
alto teor de energia bruta pode ser utilizada como fonte energética de facil absor¢do (APPER-
BOSSARD et al., 2013; ROSTAGNO et al., 2011).

Diversos autores realizaram estudos para avaliar possiveis niveis de inclusdo de glaten
de trigo na elaboracdo de dieta de diferentes espécies de peixes como Oncorhynchus mykiss
(SUGIURA et al., 1998), Bidyanus bidyanus (ALLAN et al.,, 2000), Gadus morhua
(TIBBETTS; MILLEY; LALL, 2006), Perca flavescens (KWASEK et al., 2012).

3.1.4 Farinha de minhoca

A farinha de minhoca possui alto valor proteico, aminoacidos balanceados e um perfil
de &cidos graxos essenciais adequados a alimentacdo de peixes. Tais caracteristicas sugerem a
farinha de minhoca como possivel alternativa para a substituicdo da farinha de peixes utilizada

para a fabricacdo de racGes comerciais utilizadas na piscicultura (HILTON, 1983; TACON;
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STAFFORD; EDWARDS, 1983).

Segundo Hilton (1983) a digestibilidade aparente da farinha de minhoca na matéria seca
foi de aproximadamente 70%, enquanto a digestibilidade aparente da proteina chegou a
aproximadamente 95%. Entretanto, alguns fatores negativos na farinha de minhoca podem
limitar a sua utilizacdo na alimentacdo animal. A hemolisina é uma proteina capaz de promover
a destruicdo dos globulos vermelhos e a liberacdo da hemoglobina no sangue. A hemolisina é
uma das cinco principais proteinas encontradas no liquido celomatico da minhoca e parece ser
um fator antinutricional em potencial, porém estudos afirmam que pode ser destruido quando
aquecido. Pesquisadores apontam que esse mesmo componente possui grande capacidade
antibacteriana, utilizado pelas minhocas em sua defesa contra patdégenos alocados no solo
(NANDEESHA et al., 1988).

Em experimento realizado por Buting, Gibbons e Wynne, 1985, foi possivel observar que
a retirada do liquido celomatico aumentou a palatabilidade da farinha de minhoca pelas
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Em contraponto, os autores também observaram
reducdo na atividade proteolitica dos peixes alimentados com ra¢des formuladas com mais de
50% de substituicdo da farinha de peixe pela farinha de minhoca (Eisenia foetida).
Consideraram assim que possivelmente a hemolisina estaria inibindo a atividade enzimatica do
aparelho digestivo dos animais. Contudo os trabalhos ndo mostraram concordéancia nos
resultados.

Outros trabalhos indicaram que niveis inferiores a 50% de substituicdo da farinha de
peixe pela farinha de minhoca promoveram melhores resultados no crescimento de peixes. Em
alevinos de truta arco-iris, o crescimento foi mais elevado quando o nivel de substituicdo ficou
entre 10 e 25%, ao passo que, quando acima de 50%, as taxas de crescimento diminuiram
(ROTTA et al., 2003).

3.1.5 Ingredientes a base de insetos

A alta fecundidade, auséncia de grandes areas de criatdrio, diversas fases de
desenvolvimento que podem ser exploradas, variedade de espécies e composicao corporal séo
vantagens que essa alternativa possui, podendo alcancar 77,13% de proteina bruta
(RUMPOLD; SCHLUTER, 2013) e 58,6% de gordura (SANCHEZ-MUROS; BARROSO;
MANZANO-AGUGLIARO, 2014).

A forma mais comum na utilizagdo de insetos como ingredientes alternativos na

alimentacdo dos peixes, € no formato de farinha, sendo moidos e desidratados, e apesar da
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grande quantidade de espécies existentes na Classe Insecta, apenas alguns sao utilizados (HUIS
et al., 2013). Por exemplo: gafanhotos (Zonocerus variegatus) (ALEGBELEYE et al., 2012);
barata cinérea (Nauphoeta cinérea) (FRECCIA et al., 2016); e larvas de mosca soldado negra
(Hermetia illucens) (Figura 1 A); barata de Madagascar (Gromphadorhina portentosa) (Figura
1 B) e tenébrio (Tenebrio molitor) (Figura 1 C) (COSTA, 2019).

Figura 1 — Insetos utilizados na alimentacdo de peixes. A: larvas e adulto de mosca soldado
negra (Hermetia illucens); B: Exemplares de barata de Madagascar (Gromphadorhina

portentosa); C: Larvas e besouros adultos de tenébrio (Tenebrio molitor).
Fonte: Costa (2019).

Quanto ao perfil de aminoacidos, 0s insetos constituintes do grupo Diptera apresentam
caracteristicas equivalentes a farinha de peixe, sendo que a pupa da mosca-soldado negra possui
3,26% de metionina com relacdo aos aminoacidos totais, o que € maior com relacdo a farinha
de peixe que chega a 2,93% dos aminoéacidos totais. Quanto a lisina, a porcentagem presente é
bem semelhante a da farinha de peixe, onde a larva de mosca doméstica apresenta 8,36% e a
farinha de peixe possui 8,78% (HUIS et al., 2013). Com essas semelhangas seria interessante a
utilizacdo da farinha de insetos como uma alternativa, pois possuem um custo baixo, grande

prole e independem de aporte de area grande para realizar a producéo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa sobre o0 uso de ingredientes alternativos para a fabricacéo de racdo de peixes
mostra que é possivel a inclusdo parcial de muitos ingredientes de origem animal e vegetal que
possuam valor nutricional e bioldgico de maneira a ndo afetar o desempenho dos peixes em
criagdo. Apesar dos resultados promissores, a escala de producdo de muitos destes ingredientes
ndo é suficiente para atender a demanda de fabricas de grande porte.

Paralelamente & pesquisa sobre ingredientes alternativos para a fabricagdo de ragdes

para peixes, se faz de grande importancia o fomento de fabricas de pequeno porte, de maneira
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a atender fazendas aquicolas e laboratérios de maneira individualizada conforme suas
necessidades. Em fabricas de pequeno porte o arranjo logistico e operacional possibilita a
obtencdo de ingredientes com menor disponibilidade no mercado, aumentando o poder de

barganha do piscicultor.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2018, o total da producéo da pesca mundial foi de 96,4 milhdes de toneladas,
sendo a pesca marinha responsavel por 84,4 milhdes de toneladas desse total. A producao
pesqueira de crustaceos no mundo nesse mesmo periodo, correspondeu a aproximadamente 6
milhdes de toneladas (FAO, 2020). De acordo com o Ultimo censo estatistico pesqueiro
reportado no Brasil, em 2011 a producéo total da pesca no pais foi de 803.270,2 toneladas,
sendo a pesca marinha a principal fonte de producdo de pescado, correspondente a 68,9% da
producdo total nacional. Os crustaceos representaram o segundo grupo mais capturado da pesca
marinha, e foram responsaveis por 10% de toda producdo do pais, ficando abaixo apenas da
captura de peixes, que representa 87% desse total (MPA, 2012).

No Espirito Santo, a pesca extrativa marinha em 2011 correspondeu a 14.381,3

toneladas (MPA, 2012). Segundo o Boletim Estatistico da Pesca no Espirito Santo, a captura
total de camardo no estado foi de 2.850,1 toneladas, representando aproximadamente 20% de
toda a producdo (HOSTIM-SILVA; SOARES, 2013).
Com o objetivo de diminuir os efeitos causados pela pesca camaroeira no pais, 0 governo
estabeleceu algumas medidas de manejo destes recursos, como: delimitacdo do esforco de pesca
por meio do licenciamento e limitacéo de frotas; caracterizacdo dos equipamentos ou petrechos
de pesca, como também a restricdo de uso; resguardo das areas que ocorrem a pesca; tamanho
minimo de captura das espécies-alvo; e para os camardes, determinacao de periodos de defeso
(PEREZ et al., 2001).

O periodo de defeso de camar@es nas regides sul e sudeste do Brasil, vivenciou mais de
vinte modificacdes desde o ano de 1983 (FRANCO et al., 2009). No ano de 2018 foi
estabelecido um novo periodo de defeso para o estado do Espirito Santo, que vai de 01 de
dezembro a 29 de fevereiro, sendo tal periodo determinado a partir da Portaria Interministerial
n® 47, de 11 de setembro de 2018. A referida portaria, proibe a atividade pesqueira embarcada
para a captura das espécies do camardo sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri), do camardo rosa
(Penaeus paulensis, P. brasiliensis, P. subtilis), do camardo branco (Penaeus schmitti), do
camardo barba-ruca (Artemesia longinaris) e o camardo santana/vermelho (Pleoticus muelleri)
(BRASIL, 2018).

Assim, o0 objetivo deste capitulo é discutir sobre o periodo de defeso dos camardes no
estado do Espirito Santo, descrever como se estabelecem tais medidas, e relatar os desafios para

0 setor quanto ao sucesso de implantacdo desse periodo pelos 6rgédos publicos responsaveis.
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2 A PESCA DO CAMARAO NO ESPIRITO SANTO

O litoral contém 14 municipios (Figura 1), onde, em todos eles ha expressiva atividade
pesqueira na costa maritima e contém em torno de cinquenta comunidades de pescadores. O
esforgo de pesca no estado, com as atividades de captura marinha e continental, gera cerca de
11.000 postos de trabalho, e estima-se total de 69.720 trabalhadores diretos e indiretos nos
setores de captura e comercializacdo (KNOX; TRIGUEIRO, 2015).
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Figura 1 — Municipios litoraneos do Espirito Santo.
Fonte: Os autores com utilizagéo do programa QGIS, ([2021])

A pesca é uma pratica de importancia econémica, que além da subsisténcia humana,
implica em vérias atividades, como o transporte e armazenamento, transformacao do produto e
venda, construgdo e manutencdo das embarcacOes e apetrechos da pesca, que gera renda e
emprega varias pessoas de forma indireta. O Registro Geral de Pesca é um instrumento do poder
executivo essencial para o exercicio da atividade pesqueira, que legaliza os respectivos
usuarios, credenciando pessoas fisicas, juridicas e as embarcagdes para o desempenho legal da
pesca (JUSTO; ANELLO, 2020).
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Apesar das deficiéncias quanto a coleta, estruturacdo e divulgacdo de dados de
desembarque pesqueiro, a pesca artesanal marinha representa um nimero expressivo de
produtividade e de frota em todo pais, e sua importancia é relatada em varios trabalhos (KNOX;
TRIGUEIRO, 2015).

Os camardes sdo capturados ao longo da costa brasileira por diversas artes de pesca. Na
regido sudeste e sul sdo utilizadas: rede de avidozinho, saco e coca, tarrafas, gerival e rede de
arrasto de portas por embarcacGes motorizadas (Figura 2), sendo esta Gltima, a mais utilizada
no litoral do Espirito Santo (DIAS NETO, 2011).

Figura 2 — Embarcacdo motorizada da pesca de camardo com rede de arrasto de portas (seta)

no litoral sul do Espirito Santo.
Fonte: Os autores.

As maiores producdes de camardes no Brasil sdo obtidas com a pesca de arrasto. Tal
método de pesca é considerado como um dos que possui maior eficiéncia, pelo fato de capturar
tudo o que encontra pela frente durante o arrasto (Figura 3). No entanto, é identificado como o
método mais predatorio que causa danos a biodiversidade, com a grande captura de fauna
acompanhante (bycatch) e também por causar danos ao ambiente aquatico (DIAS NETO,
2011).
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inferior

Figura 3 — Representacdo da pesca de arrasto de fundo, realizada na captura dos camardes.
Fonte: Fischer e Haimovici (2007).

A pesca de arrasto é entdo, caracterizada, por causar grandes impactos negativos no
fundo marinho e por gerar imenso descarte de fauna acompanhante na pesca. Esta baixa
eficiéncia ambiental precisa de uma gestao pesqueira eficaz, combinando diferentes estratégias
para minimizar este impacto no ambiente e promover a preservacao e conservacao dos estoques
e ecossistemas. Dentre essas estratégias esta o periodo de defeso, e € necessario rever a forma
de gestdo dessa pescaria no pais, pois tais consequéncias podem comprometer a prépria
atividade pesqueira a longo prazo (DIAS, 2020).

No Espirito Santo as espécies de camardo capturadas comercialmente ao longo da costa

pertencem a familia Penaeidae, sendo a mais abundante no total de captura, o camardo sete-
barbas (Xiphopenaeus kroyeri), seguido pelo camaréo rosa (Penaeus paulensis, P. brasiliensis)
e por ultimo, o camardo branco (Penaeus schmitti) (HOSTIM-SILVA; SOARES, 2013).
Em um estudo realizado em duas comunidades pesqueiras artesanais, uma localizada ao norte,
e outra na regido sul do Espirito Santo, verificou-se que a pesca de arrasto de camardo possuli
importancia econdmica, cultural e social e os pescadores ativos pretendem continuar neste ramo
de trabalho. Porém, a continuidade dessa profissdo pode estar ameacada, pois ha poucos
pescadores jovens neste ramo (MUSIELLO-FERNANDES; ZAPPES; HOSTIM-SILVA,
2017).
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3 PERIODO DE DEFESO DOS CAMAROES

3.1 0 QUE E O PERIODO DE DEFESO E QUEM O ESTABELECE

Com o intuito de regularizar as pescarias do Brasil, foi criado o Codigo de Pesca no ano
de 1967, atualizado pela lei n 7.679 de 23/11/88. No entanto, a ultima atualizag&o se deu pelo
Decreto-lei n® 11.959 de 29 de junho de 2009 que revogou os dois anteriores. Tal documento,
entre as medidas geradas de limite para a exploracdo dos recursos pesqueiros, implementa o
periodo de defeso, que vem definido como uma paralisacdo temporaria da atividade pesqueira.
Sendo essa estratégia fundamental para a sustentabilidade e manutencdo do estoque pesqueiro,
detendo a pesca predatdria em épocas de alta vulnerabilidade das espécies, possibilitando assim
a continuidade de suas populacdes (BRASIL, 2009).

O periodo de defeso tem como objetivo a paralisacao da pesca em épocas de reproducao
ou recrutamento (chegada de nova classe etéria na area de pesca), com o intuito de proporcionar
beneficios ambientais e ecoldgicos com a protecdo das espécies-alvo da pescaria. Assegurando,
assim, a reposicao dos estoques pesqueiros ou o ganho de peso dos individuos de determinada
area geografica (DIAS NETO, 2017; VASQUES; COUTO, 2011).

Este periodo é de grande importancia, uma vez que proporciona a recuperacao dos
estoques, 0 que gera ganhos em incremento do peso de captura, resultando em beneficio
econbmico para o setor. Além disso, também propicia uma recuperacdo do habitat e da
biodiversidade, que sdo afetados pela pesca com rede de arrasto, sendo um beneficio ecolégico
ao ambiente (SANTOS; BRANCO; BARBIERI, 2013).

De acordo com o Decreto-lei n°® 10.779, de 25 de novembro de 2003, o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), é o responsavel
no Brasil, por determinar qual o periodo de defeso das espécies alvo da pesca, sejam elas
marinhas, fluviais ou lacustres (BRASIL, 2003).

3.2 HISTORICO DO PERIODO DE DEFESO DOS CAMAROES NO ESPIRITO SANTO
O periodo de defeso sofreu diversas modificagdes ao longo do tempo (Quadro 1), devido

ao fato de adaptar-se melhor quanto a realidade ecologica da pescaria, quanto por pressoes
sociais do setor de producdo (FRANCO et al., 2009).
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Quadro 1 — Modificacdes do periodo de defeso dos camardes no Espirito Santo desde sua
implantagdo em 1983. Os meses do ano em que ocorre o0 defeso estdo apresentados em cinza.
Meses do ano de defeso dos camardes marinhos no Espirito Santo
Portaria ou Instrugéo J F M A M J A S O N D
normativa A E A B A U U G E U O E
N V R R | N L O T T V Z

N° 50 de 20 de outubro
de 1983 (CEPSUL,

1983).
N° 63 de 26 de dezembro
de 1984 (CEPSUL,
1984).

N° 06 de 06 de fevereiro
de 1986 (CEPSUL,
1986).

N° 02 de 17 de fevereiro
de 1987 (CEPSUL,
1987).

N° 22 de 31 de agosto de
1988 (CEPSUL, 1988).

N° 231 de 07 de marco
de 1990 (CEPSUL,
1990).

N° 8287 de 20 de C d q ¢ is o beneficio d
deerle alb GGEE. oncede aos pescadores artesanais o beneficio de seguro

(BRASIL, 1991). desemprego durante o periodo de defeso

N° 144 de 17 de
novembro de 1997
(IBAMA, 1997).

N° 21 de 11 de fevereiro
de 1999 (MMA, 1999).

N° 74 de 13 de fevereiro
de 2001 (BRASIL,
2001).

N° 91 de 06 de fevereiro

de 2006 (BRASIL, Especifico para a pesca do camardo sete-barbas (Xiphopenaeus
2006a). kroyeri)

N° 92 de 07 de fevereiro

de 2006 (BRASIL, Especifico para a pesca do camardo rosa (Penaeus brasiliensis e
2006D). P. paulensis)

N°e 189 de 23 de
setembro de 2008
(BRASIL, 2008).

N° 47 de 11 de setembro
de 2018 (BRASIL,
2018).

Fonte: Adaptado de Franco et al. (2009).
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O defeso continua a enfrentar muitos problemas, em relagéo a fiscalizag&o ineficiente
dos 6rgdos competentes e quanto a auséncia de respeito ao periodo, devido a insatisfacdo do
setor produtivo. Estes fatores problematicos fizeram com que a correta aplicacdo do periodo de
defeso, fosse considerado muitas vezes, como uma medida de gestdo néo efetiva (FRANCO et
al., 2009).

3.3 SEGURO DEFESO

No decorrer do periodo de defeso de atividades pesqueiras, ha o seguro defeso, que trata-
se de ajuda monetaria momentanea. O seguro defeso, esta em exercicio desde 0 ano de 1992,
sendo propiciado ao pescador profissional que realiza a pratica pesqueira ininterruptamente, de
forma individual, artesanal, ou em conducdo de economia familiar. O seu valor € de um salério-
minimo mensal (DIAS NETO, 2017).

Este seguro contém dois propositos, um social e outro ambiental. O social é
proporcionar amparo financeiro ao pescador, ao longo do periodo de defeso, pois ndo é possivel
ele retirar seu sustento da pesca. O propésito ambiental, é ajudar na preservacdo de vérias
espécies aquaticas, na qual sua reproducdo acontece justamente durante o periodo de defeso
(CAMPOS; CHAVES, 2014; LOBATO; FERNANDES, 2020).

De acordo com o decreto-lei n® 13.134, de 16 de junho de 2015, para o pescador ser
beneficiario do Seguro-Desemprego do Pescador Artesanal ao longo do periodo destinado ao
defeso, € preciso cumprir com as seguintes condigdes (BRASIL, 2015):

e Atuar na atividade pesqueira de forma ininterrupta;

e Ter o cadastro ativo no Registro Geral de Pesca (RGP), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), ha pelo menos um ano, na classe de pescador
profissional artesanal;

e Ser classificado como segurado especial, na classe de pescador profissional artesanal;

e Vender sua producdo a pessoa juridica ou fisica, e comprovar a contribui¢do previdenciaria
dos ultimos 12 meses anteriores a solicitacdo, para receber o seguro defeso ou entre o
ultimo periodo de defeso até o inicio do préximo periodo, o que for menor;

e Na&o estar recebendo nenhum tipo de beneficio da Previdéncia Social ou Assisténcia Social,

exceto alguns casos, como o auxilio-acidente e a pensdo por morte; e
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¢ Na&o ter ligacdo de emprego ou alguma outra relacdo de trabalho ou fonte de renda diferente
da atividade pesqueira.

O pescador artesanal pertencente a uma colonia de pesca, associa¢ao de pescadores, ou
algum sindicato, que possua Acordo de Cooperacao Técnica (ACT) com o INSS, pode entdo
realizar 0 seu requerimento diretamente com essa entidade, apresentando os documentos
necessarios, que serdo enviados ao INSS (BRASIL, 2015).

O Registro Geral de Pesca (RGP) é ordenado com a destinagdo dos documentos
necessarios dos pescadores para os Escritdrios Federais de Aquicultura e Pesca (EFAP). Entéo
analisa-se e criam o processo administrativo no Sistema Informatizado do Registro Geral da
Atividade Pesqueira (SisRGP), gque é destinado para a Secretaria Especial de Aquicultura e
Pesca (SEAP). Esta secretaria possui a atribuicdo de preparar o documento que permite e
autoriza a pratica de pesca artesanal. Sem o RGP n&o é possivel a préatica de pesca legitimada,
e a obtencdo do seguro defeso (BRASIL, 2018; JUSTO; ANELLO, 2020).

Desde o ano de 2012, o 6rgdo governamental responsavel em deferir o RGP néo
apresenta o devido documento aos solicitantes. Assim, os pescadores artesanais que realizaram
a solicitacdo deste documento ap6s 2012, possuem apenas o protocolo. Fato este que o
impossibilitava de solicitar o seguro defeso (MALVENTI, [2021]).

Apds todos esses anos, so a partir da portaria SAP/MAPA n° 318, de 24 de dezembro
de 2020, foi regularizada a autorizacdo proviséria da pratica pesqueira, para o pescador
profissional artesanal, até ser possivel a finalizacdo do recadastramento do RGP. Sendo entéo,
a partir desta portaria considerados estes protocolos de entrega de Relatorio de Exercicio da
Atividade Pesqueira (REAP) entregues no prazo estabelecido pela lei, referente aos que ainda
ndo foram adequadamente inspecionados e regularizados pelo EFAP (BRASIL, 2020).

As inconstancias na geréncia do setor pesqueiro refletem as mudancas ocorridas da
estrutura governamental. Com a extin¢do do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) em
2015, sendo incorporado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Posteriormente, a Secretaria da Aquicultura e Pesca (SEAP) com a competéncia para fornecer
0 RGP, foi subordinada ao Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos (MDIC)
(JUSTO; ANELLO, 2020). Atualmente, a SEAP encontra-se vinculada ao MAPA (MAPA,
2020).
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3.4 EFETIVIDADE DE IMPLANTACAO

Na gestdo do setor pesqueiro no Brasil, sdo utilizadas diversas medidas, como: o
controle do esforco de pesca, que é ligado as permissdes de embarcacdes e de pesca para 0s
pescadores; as restricGes de apetrechos de pesca; determinacdo de tamanho minimo de captura
de determinadas espécies; mecanismos de escape para fauna acompanhante; delineamento de
reservas marinhas e o periodo de defeso. Em varios casos, tais medidas ndo geram os resultados
esperados, 0 que pode ser atribuido a diversos motivos, como: deficiéncias de fundamentacao
cientifica; participagdo insatisfatoria do setor produtivo; fiscalizacdo ineficiente; falta de dados
estatisticos pesqueiros e a auséncia de uma agdo conjunta entre os Orgdos gestores e 0s
representantes do setor pesqueiro. A ndo obtencédo de resultados esperados ocasiona dificuldade
da gestdo em entender os interesses na pesca, e do setor pesqueiro em respeitar tais medidas
restritivas (FRANCO et al., 2009).

A conservacao da sustentabilidade na pesca tem sido um grande desafio no Brasil, para
0s gestores dessa atividade (ISAAC et al., 2006; MARTINS; PINHEIRO; LEITE JUNIOR,
2013). E evidente a necessidade de estudos regionais e integrados ao conhecimento tradicional
dos pescadores, visando a compatibilidade dos dados obtidos com a realidade de cada local, em
busca de um periodo de defeso efetivo e de medidas mais eficientes de ordenamento pesqueiro
(OLIVEIRA, 2018).

Um dos fatores que dificultam a implementacao do defeso do camardo no Espirito Santo,
é a escassez de estudos que comprovem o periodo reprodutivo e de recrutamento dos camardes.
Visto que os Ultimos estudos relacionados a esse assunto no referido estado, foram publicados
no ano de 2013, por Martins, Pinheiro e Leite Junior (2013). Tais autores coletaram dados
referente aos anos de 2003 e 2004, e relataram a existéncia de desova continua e do
recrutamento de dezembro a fevereiro e em julho e agosto de uma das espécies, Xiphopenaeus
kroyeri, incluidas na legislacdo do periodo de defeso do estado. Por sua vez, Eutrdpio et al.
(2013) coletaram dados referente ao ano de 2008, e indicaram um periodo de recrutamento e
reproducdo nos meses do verdo e outono, para esta mesma espécie.

Pescadores da regido sul do Espirito Santo que atuam na pesca de arrasto sabem
identificar as espécies de crustdceos por caracteristicas de coloragdo, tamanho corporal,
estruturas morfologicas e abdome, demonstrando um saber local sobre biologia e ecologia das
espécies de camardo. Além disso, compreendem que o periodo de defeso é necessario para a
manutenc¢do da pesca ao longo dos anos, mas consideram a época que é estabelecida no estado

inadequada, por relacionarem que, fora deste periodo os camarbes estdo pequenos, € que
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durante, os camardes estdo grandes e prontos para a comercializa¢ao, entdo consideram mais
adequado se fosse nos meses de maio e julho (OLIVEIRA; BRAGA; ZAPPES, 2021).

Outro fator para o periodo de defeso nédo surtir o efeito de que é esperado para 0 manejo
dos recursos pesqueiros, € o fato de muitos pescadores ndo o seguirem, pois continuam
pescando e violando a lei, apesar da proibigéo da captura de camardo. O maior fator motivador
desse comportamento € o valor do seguro defeso pago aos pescadores, pois é inferior a renda
mensal que eles obtém com a pesca e, portanto, acabam sendo motivados a buscar fontes
alternativas de renda para sustentar suas familias (MUSIELLO-FERNANDES; ZAPPES;
HOSTIM-SILVA, 2017).

Em comunidades de pescadores do Espirito Santo e da Bahia, os entrevistados relatam
que essa compensacdo do seguro defeso € insuficiente para sustentar financeiramente suas
familias, j& que a proibicdo da pesca diminui sua renda. A maior parte dos participantes da
pesquisa afirmou que o valor ideal para o seguro defeso seria o dobro do valor atualmente pago
(MUSIELLO-FERNANDES; ZAPPES; HOSTIM-SILVA, 2017).

Outra grande problematica é garantir que a pesca artesanal receba do Governo Federal
o devido tratamento. Seja das institui¢des diretamente conectadas a emissdo das autorizacdes,
assim como, a garantia de sua subsisténcia nos periodos de defeso. O que vem ocorrendo nos
ultimos anos é uma fragilizacdo das instituicdes que regem as atividades relacionadas a pesca,
como a extin¢do do Ministério da Pesca e Aquicultura em 2015, que acarretou, por conseguinte,
constantes modificacdes da estrutura governamental. Fato este que fragiliza um sistema que ja
é por si, precario, composto por classe trabalhadora humilde e que sofre com uma série de
limitacbes (JUSTO; ANELLO, 2020).

Abreu et al. (2020) citaram que a baixa escolaridade pode afetar a situagdo econdmica,
social e a qualidade de vida dos pescadores artesanais, pois este fator colabora com a dificuldade
de se organizarem na busca pelos seus direitos e melhoria de condi¢des de trabalho. A partir do
entendimento dos relatos dos pescadores e o didlogo entre os atores locais e as governancas, é
proporcionado uma facilidade no auxilio da gestéo pesqueira e na solucao de possiveis conflitos
entre as partes envolvidas.

Considerando o cenario da pesca artesanal de camardo, Fernandes, Keunecke e Di
Beneditto (2014) sugeriram medidas para melhoria da qualidade de vida destes pescadores,
como investimento na educacdo de adultos, aumentando seu nivel de escolaridade, e a
realizacdo de cursos de qualificacdo em fungdo de atender a demanda da pesca local e do

publico-alvo.

40



Topicos Especiais em Ciéncia Animal X

A fim de incentivar um assentimento ao periodo de defeso, para incorporar a
participacdo de todas as partes envolvidas do setor, como os atores locais e os cientistas, de
forma a promover o dialogo nas comunidades pesqueiras, algumas acdes sdo sugeridas. Dentre
estas, citam-se: obtencdo de informacGes detalhadas sobre a pesca de arrasto no local; limitar a
quantidade de redes de arrasto por dia; em conjunto com a comunidade, determinar quais
praticas tradicionais pesqueiras podem substituir a rede de arrasto no periodo de defeso; incluir
todas as comunidades de pescadores na elaboracao de legislacdes, como o proprio periodo de
defeso; estimular o surgimento de grupos de lideranca; valorizar os atores sociais, trocando
conhecimentos sobre os recursos pesqueiros da pesca de camardo; promover educacao
ambiental que ressalte a importancia deste periodo; e avaliar o valor pago no seguro defeso de
forma a diminuir os conflitos sociais (MUSIELLO-FERNANDES; ZAPPES; HOSTIM-
SILVA, 2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de defeso passou por diversas mudancas ao longo dos anos, e ainda passa por
desafios de compreensdo do comportamento e habitat dos camarfes presentes na pesca
camaroeira do estado, o que demonstra a necessidade de estudos regionais sobre a biologia e
reproducdo dessas especies.

Além das questdes bioldgicas, os aspectos sociais de todos os envolvidos precisam ser
incluidos nessa analise do periodo ideal de defeso para os camardes. O valor dado pelo Governo
de seguro defeso ndo é o suficiente para a classe trabalhadora manter o sustento de suas familias,
caracterizando como uma das principais motivacdes para o ndo respeito desse periodo. E
preciso mais pesquisas, e que 0s pescadores sejam inseridos em todas as etapas, buscando
compreender conjuntamente sobre 0 comportamento das espécies até a tomada de decisao pelos
6rgdos competentes.

Acdes de educagdo ambiental com a comunidade sdo de extrema importancia, para todos
serem envolvidos e engajados com o proposito do periodo de defeso de preservacdo das
espécies. Portanto, s é possivel o sucesso dessa acdo, com 0 empenho do trabalho em conjunto

com todos os participantes, e com fundamentacdes sociais praticas que valorizem o setor.
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5 AGRADECIMENTOS

A Fundacio de Amparo & Pesquisa e Inovagéo do Espirito Santo (FAPES) pelo auxilio
financeiro e a Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES)

- Cdadigo de Financiamento 001.
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1 INTRODUCAO

O clado Diapsida, cuja etimologia se refere a presenca de duas aberturas na regido
temporal do crénio, uma superior e outra inferior, é a linhagem de vertebrados amniéticos que
deu origem a maioria dos vertebrados terrestres viventes (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).
Esse grupo foi responsavel por abrigar uma das maiores diversidades de vertebrados da Era
Mesozoica, fornecendo, posteriormente, importantes registros fosseis classificados nos grupos
Lepidosauromorpha e Archosauromorpha (OLIVEIRA; PINHEIRO; KERBER, 2020). A Era
Mesozoica, também conhecida como “Era dos Répteis”, durou cerca de 186 milhdes de anos e
foi caracterizada pela coexisténcia de uma fauna que contava com linhagens representantes de
vertebrados recentes, como as aves e o0s crocodilianos, junto a grupos de animais extintos
atualmente, a exemplo dos dinossauros. Todos habitando varios locais ao redor do mundo e
com espécies presentes em diferentes habitats (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Um dos principais grupos de arcossauromorfos é o clado dos Archosauria, exemplo de
sucesso evolutivo e adaptativo, tendo em vista que foram animais capazes de ocupar diversos
nichos troficos em quase todos os continentes ao longo do Mesozoico (HOLLIDAY;
GARDNER, 2012). Os representantes vivos desse clado s&o as aves e os crocodilianos que,
portanto, podem ser considerados evolutivamente grupos-irméos (GREEN et al., 2014).

A histdria dos Crocodylomorpha se inicia ha cerca de 231 milhdes de anos, ainda no
inicio do periodo Tridssico Superior, e uma parte importante da historia evolutiva desse grupo
ocorreu no que conhecemos hoje como continente africano e continente sul-americano (RIFF
et al., 2012). Os Crocodylia formam o grupo-coronal dos Crocodylomorpha, ou seja, 0 grupo
que inclui além de vérias espécies extintas, todos o0s representantes vivos no tempo presente
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008; RIFF et al., 2012). Os crocodilianos, como sdo conhecidos
coloquialmente, sdo os maiores répteis vivos atualmente, sendo o maior deles Crocodylus
porosus, que pode chegar ao tamanho de seis metros e pesar mais de uma tonelada (GRIGG;
KIRSHNER, 2015; POUGH; JANIS; HEISER, 2008). Atualmente o nimero de taxons validos
pode variar, sendo reconhecidas ao menos 24 espécies que possuem de porte médio a grande e
estdo distribuidas por toda faixa intertropical do globo terrestre (FIGUEIREDO, 2019). Os
animais desse grupo sdo encontrados em quase todos 0s continentes, com excecéo da Europa e
da Antartica, sendo a América do Sul a responsavel por abrigar a maior diversidade do mundo
de individuos desse grupo, sendo, ao todo, habitat para 8 espécies (RIFF et al., 2012).

A ordem Crocodylia se restringe a um pequeno grupo monofilético que possui

ancestralidade comum as trés familias viventes, que sdo elas: Gavialidae, Crocodylidae e
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Alligatoridae, sendo a ultima a representante de duas espécies de aligatores e de todas as
espécies de jacarés viventes e que existem em territdrio brasileiro, pertencentes aos géneros
Melanosuchus, Paleosuchus e Caiman (RIFF et al., 2012; VASCONCELOQOS, 2005). Segundo
Verdade (1995), dentro desses géneros, se ramificam as seis espécies denominadas
Melanosuchus niger, Paleosuchus palpebrosus, Paleosuchus trigonatus, Caiman crocodilus
crocodilus, Caiman yacare e Caiman latirostris.

Apesar da vasta quantidade de espécies de crocodilianos viventes, a diversidade
encontrada atualmente corresponde apenas a uma pequena fracdo de espécies, habitos, habitats,
tamanho e caracteristicas morfoldgicas que pertenceu a este grande grupo ao longo de toda
evolucgéo (RIFF et al., 2012).

Diante do exposto, objetivou-se apresentar as espécies de crocodilianos da familia
Alligatoridae que ocorrem no Brasil, bem como, descrever brevemente suas caracteristicas
macroscopicas, biologia reprodutiva e distribuicdo geografica. Além disso, identificar e discutir
sobre a principal espécie encontrada no pais, C. latirostris, e 0s impactos que sua populagéo
sofre por meio da destruicdo de seus habitats naturais e a exploracdo comercial de seus

subprodutos.

2 ESPECIES DA FAMILIA ALLIGATORIDAE DO BRASIL

2.1 Melanosuchus niger

No Brasil, ocorrem seis espécies pertencentes a familia Alligatoridae (VERDADE,
1995, COSTA; BERNILS, 2018). A maior espécie descrita dentre todas é Melanosuchus niger,
conhecida popularmente como jacaré-agu, em que machos adultos podem chegar a cinco metros
de comprimento total, e as fémeas adultas chegam proximo aos trés metros, atingindo a
maturidade sexual acerca dos dois metros de comprimento. Sdo animais que em periodo
reprodutivo constroem ninhos, como todos os outros crocodilianos, e a quantidade de ovos
depositada é em torno de 40 (THORBJARNARSON, 2010).

Como Unico representante do género Melanosuchus no Brasil, M. niger possui
caracteristicas fisicas marcantes, como o corpo de cor preta, que da a espécie o nome popular
de black caiman, com faixas amarelas cruzando parte da cabeca, do pescoco, do tronco e da
cauda; possui de trés a cinco manchas mais escuras nas laterais da mandibula e possui algumas
porcdes ventrais esbranquicadas (Figura 1) (BRAZAITIS, 1973).
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Figural-— Morfoldgia externa de filhote de Melanosuchus niger. Corpo de coloracdo preta com
faixas amarelas (setas) que irradiam em parte do pescoco, tronco e cauda. Manchas pretas na

mandibula (circulo).
Fonte: Adaptado de Eleutério (2020).

Essa espécie esta distribuida ao longo de toda bacia do rio Amazonas, mas individuos
também podem ser encontrados em outras localidades além da Amazonia. Ocupa diversos
habitats e nichos tréficos, tais como rios, riachos, lagoas marginais e alguns locais de savana
que inundam em algumas épocas do ano. De acordo com estudos feitos acerca da espécie, 0
habitat preferencial de M. niger sdo os lagos de planicie. Essa espécie se distribui
geograficamente ao longo de paises da América do Sul, como a Guiana e a Guiana Francesa,
parte da Colémbia, Equador, Peru, Bolivia e Brasil (THORBJARNARSON, 2010).

2.2 Paleosuchus palpebrosus

Ao contrario da espécie Melanosuchus niger, Paleosuchus palpebrosus, conhecido
popularmente como jacaré-pagua ou jacaré-ando, € a menor espécie de crocodilianos da familia
Alligatoridae. Seus individuos machos adultos podem chegar ao tamanho méaximo de 1,5
metros de comprimento total e as fémeas a 1,2 metros. A pigmentacdo das escamas dos
individuos € preto-acinzentado, com exce¢do da mandibula que possui cor mais clara; hd uma
faixa preta mediana em evidéncia no focinho; e a cauda que, em ambos os lados, se destacam
manchas claras e escuras alternadas (Figura 2) (MAGNUSSON, 1992a).
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cauda que possui manchas claras e escuras alternadas (seta). B) Mandibula de cor mais clara

(seta).
Fonte: Adaptado de Eleutério (2021a).

Pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva dessa espécie, e o que foi observado em
alguns estudos se assemelha as outras espécies de crocodilianos, como por exemplo, a
construcdo de ninhos pelas fémeas para a oviposi¢do. Além disso, esses ninhos sdo comumente
encontrados em florestas inundadas sazonalmente, construidos a base de folhas em
decomposicdo e gravetos, e 0s ovos sao registrados a distancias de 15 a 20 metros da agua
(CAMPOS; SANAIOTTI, 2006; MAGNUSSON, 1992a). A espécie é encontrada acerca de
bacias da Amazoénia e do rio Orinoco, e sua distribuicdo estende-se pelo sul do territério
brasileiro em bacias de drenagem do rio Parana e Paraguai, podendo ser encontrada nos estados
da Bahia e de Minas Gerais (MEDEM, 1983).

2.3 Paleosuchus trigonatus

Os crocodilianos pertencentes a espécie Paleosuchus trigonatus sdo conhecidos
popularmente como jacaré-coroa, jacaré-curud ou caimdo-de-cara-lisa (CAMPOS;
MAGNUSSON; MUNIZ, 2019; MAGNUSSON, 1992b). Segundo Brazaitis (1973), sua
coloracdo na superficie dorsal do tronco é marrom escura e com faixas cruzadas de cor marrom
mais escuro ou preto, e que chegam até a cauda; o cranio € marrom escuro e as orelhas sao mais
escuras, chegando ao preto. Alguns individuos possuem as laterais do corpo amareladas.
Apresentam uma faixa mediana na superficie dorsal do focinho marrom escura ou preta.

Ventralmente, possui manchas marrons (Figura 3).
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Figura 3 — Morfologia externa de Paleosuchus palpebrosus. Corpo dorsalmente marrom escuro
e lateralmente amarelado com faixa mediana marrom escura ou preta na superficie dorsal do

focinho (seta).
Fonte: Adaptado de Campos et al. (2013).

De acordo com Magnusson (1992b), P. trigonatus € considerada uma espécie que possui
individuos de pequeno porte, sendo que o maior animal registrado foi de 2,2 metros de
comprimento total. Porém, individuos machos adultos raramente sdo encontrados com tamanho
maior que 1,7 metros, e as fémeas normalmente possuem menos de 1,4 metros de comprimento.
Semelhante ao que Medem (1981) descreveu sobre os ninhos de P. palpebrosus, os ninhos de
P. trigonatus sdo construidos por serrapilheira compactada, e possuem cerca de 60 cm de altura
e 1,5 metros de didmetro.

Em estudo feito por Magnusson e Lima (1991), registrou-se que machos e fémeas
possuem diferentes idades reprodutivas, sendo que as fémeas atingem a idade minima para
reproducdo aos 11 anos, enquanto machos, aos 20 anos. Apesar disso, ndo se pode afirmar com
precisdo com qual tamanho corporal a espécie P. trigonatus atinge, fisiologicamente, a
capacidade para reproducéo.

Os individuos dessa espécie sdo encontrados em paises como a Bolivia, Brasil, Equador,
Colbmbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela. Em territdrio brasileiro, é
descrito principalmente nos rios e riachos com densa vegetacdo aquatica (CAMPOS;
MAGNUSSON; MUNIZ, 2019; MAGNUSSON, 1992b).
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2.4 Caiman crocodilus

A espécie Caiman crocodilus possui uma larga distribuicdo ao longo das Ameéricas, e
atualmente se subdivide em quatro subespécies reconhecidas, sendo elas C. c. crocodilus, C. c.
fuscus, C. c. chiapasius e C. c. apaporiensis (VELASCO; AYARZAGUENA, 2010). Também
conhecido como jacaré-de-6culos, a espécie é descrita em 16 paises (Brasil, Colémbia, Costa
Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México,
Nicaragua, Panama, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago e Venezuela), e, alem disso, foi
introduzida em outros 3 (Cuba, Porto Rico e Estados Unidos). Tem como forte caracteristica a
alta taxa de recuperacdo e permanece com alta densidade populacional em vérios paises mesmo
apos décadas de exploracdo comercial. Estimativas afirmam que os individuos sdo0 numerosos
(chegando aos milhdes), e que ndo existem evidéncias de que ao longo dos anos a espécie tenha
passado por queda na quantidade populacional (BALAGUERA-REINA; VELASCO, 2019).

Segundo Brazaitis (1973), as caracteristicas macroscépicas se diferem de acordo com
as subespécies. Com excecdo de C. c. fuscus e C. c. chiapasius que sdo consideradas
subespécies idénticas por alguns pesquisadores (ESPINOSA, 1998), as caracteristicas
macroscopicas das subespécies de C. crocodilus sdo: C. c. crocodilus possui cor verde-oliva na
superficie dorsal de todo o corpo e manchas marrom-escuro que vao da cabeca a cauda, e
ventralmente, apresentam coloragcdo que varia entre o creme e o0 amarelo; C. c. apaporensis
apresenta coloracdo marrom amarelado em sua superficie corporal dorsal, manchas pretas na
cabeca, as extremidades do corpo sdo cinza-escuro ou preto, 0 ventre € amarelado, e individuos
jovens possuem coloragdo amarela; por sua vez, C. c. fuscus possui coloragdo marrom claro,
marrom esverdeado ou amarelo claro em sua superficie corporal dorsal, manchas marrom
escuras nas laterais da cauda, ventre creme ou amarelado, sendo que individuos mais velhos
tendem a terem cor marrom-escuro uniforme, tendo suas faixas quase imperceptiveis (Figura
4) (BRAZAITIS, 1973; ESPINOSA, 1998).

A espécie é reconhecida como animal de médio porte, variando entre dois metros e 2,5
metros de comprimento, assim como C. c. apaporiensis e C. c. crocodilus, respectivamente
(BRAZAITIS, 1973). Possui alto nivel de adaptacdo para sobrevivéncia em qualquer habitat,
podendo ser encontrado em rios, riachos, lagoas, lagos, pantanos e represas (VELASCO,;
AYARZAGUENA, 2010).
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Figura 4 — Morfologia externa de Caiman crocodilus. Corpo dorsalmente de cor verde-oliva e
ventralmente amarelado, com manchas de cor marrom escuro que se estendem da cabeca até a

cauda (seta).
Fonte: Adaptado de Eleutério (2021b).

Segundo Thorbjarnarson (1994), as fémeas de C. crocodilus atingem a plena idade
reprodutiva com 1,2 metros de comprimento total, e ao se reproduzirem, sdo postos de 28 a 32
ovos por ninhada. Assim como 0s outros crocodilianos, a oviposicdo é feita em ninhos em

monticulos de folhas secas e galhos, e ocorre geralmente na estacdo chuvosa do ano.
2.5 Caiman yacare

Conhecido popularmente como jacaré-do-pantanal, a espécie C. yacare &, quase sempre,
descrita como uma espécie completa (MEDEM, 1983). Porém, alguns autores descrevem o
jacaré-do-pantanal como uma subespécie de C. crocodilus, devido a proximidade genética e
morfoldgica que existem entre ambas, e dessa forma, descrevem cientificamente o jacaré-do-
pantanal como C. crocodilus yacare (CAMPOS et al., 2010). Apesar da grande semelhanca
genotipica entre ambas, essas duas espécies possuem caracteristicas reprodutivas e distribuices
geogréficas diferentes, necessitando de estudos mais aprofundados a fim de encontrar os limites
e variagcGes entre populacBes de jacarés, e dessa forma, caracteriza-las geneticamente
(CAMPOS et al., 2010; VELASCO; AYARZAGUAENA, 2010; ROBERTO et al., 2020).

Individuos adultos possuem manchas pretas na superficie dorsal da cabeca, tronco e
cauda, e comumente, podem apresentar coloracdo completamente preta no dorso do corpo.

Animais jovens e adultos possuem de trés a cinco manchas pretas na mandibula. Possuem a
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porcdo ventral do corpo com coloragdo creme ou amarelo, e podem apresentar coloracdo
avermelhadas ou alaranjada que irradiam entre as escamas nas laterais do corpo (Figura 5)
(BRAZAITIS, 1973). Animais dessa espécie sdo considerados crocodilianos de porte médio,
podendo chegar aos 2,5 metros de comprimento total quando adultos, sendo que seu tamanho
se assemelha ao tamanho de individuos de C. latirostris (BRAZAITIS, 1973; CAMPOS et al.,
2020).

manchas na mandibula evidenciadas (seta).
Fonte: Adaptado de Nachtigall (2020).

Assim como todas as outras espécies de crocodilianos, a fémea de jacaré-do-pantanal
constroi seus ninhos em monticulos de folhas e galhos, e a oviposi¢do ocorre durante o pico da
estacdo mais chuvosa, entre os meses de dezembro e fevereiro. Geralmente 0s ovos variam em
numero, normalmente sendo de 22 a 35 ovos por ninhada, e raramente chegando aos 40
(CAMPOS et al., 2010). Alguns autores descrevem que o nimero de ovos pode variar de acordo
com o habitat em que o animal esta inserido (CAMPQOS, 1993). Alguns machos entre dois e trés
anos de idade (de 30 a 40 cm de comprimento rostro-cloacal) demonstram capacidade na
producédo de espermatozoides, porém, testiculos completamente maduros s6 foram observados
em individuos que possuiam idade entre nove e dez anos (a partir de 90 cm de comprimento
rostro-cloacal), considerando esta como a faixa de inicio da idade reprodutiva de machos dessa
espécie (COUTINHO; CAMPOS, 2011).

Nas fémeas, a capacidade vitelogénica pode se iniciar em individuos com cerca de cinco
anos de idade (55 cm de comprimento rostro-cloacal), porém, a plena capacidade reprodutiva

s0 se inicia quando as fémeas dessa espécie atingem os 80 cm de comprimento rostro-cloacal,
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portanto, cerca de nove a dez anos de idade, e massa corporal acima de 12 kg (CAMPOS, 1993;
CAMPOS; MAGNUSSON, 1995; COUTINHO, 2000). Individuos de jacaré-do-pantanal tém
como habitat pantanos, lagoas, lagos e rios da porcdo centro-sul da América do Sul. Seus
individuos representantes dividem habitat com animais das espécies Melanosuchus niger e
Caiman latirostris (COUTINHO et al., 2013; FARIAS et al., 2013; MARIONI et al., 2013).
Seu status populacional é incerto, de forma que em alguns paises a espécie foi considerada
extinta, mas em outros ela ocorre com densidade populacional desejavel (GROOMBRIDGE,
1982). No Brasil, a distribuicdo da espécie possui extensdo de ocorréncia de 194.160,03 km?, e
estudos afirmam que em territorio brasileiro, essa espécie € simbolo de uma das mais
acentuadas populacdes de crocodilianos de todo o mundo, atingindo densidade populacional de
100 individuos por km2 (FARIAS et al., 2013).

2.6 Caiman latirostris

Segundo Groombridge (1982), a espécie Caiman latirostris é conhecida popularmente
como jacaré-do-papo-amarelo, pertence a ordem Crocodylia e a familia Crocodylidae. Esta
inserida na familia Alligatoridae é pertencente ao género Caiman (VERDADE; PINA, 2006).
Sao animais que possuem majoritariamente habitos aquéaticos, mas também vivem parte da vida
em ambientes terrestres. Estudos feitos acerca da composicédo 0ssea dessa espécie comprovam
0s habitos semiaquaticos e a facilidade que C. latirostris possui em locomover-se tanto na agua
guanto em ambiente terrestre, podendo ser utilizado como modelo para posteriores estudos do
grupo Crocodylia (MASCARENHAS JUNIOR, 2019).

Individuos dessa espécie possuem trés fases de vida, sendo filhotes, jovens e adultos.
Sdo considerados animais de meédio porte quando comparados a outras espécies de
crocodilianos, e ao chegarem a fase adulta atingem de 1,5 a 2 metros de comprimento total,
sendo que machos bem desenvolvidos podem chegar aos trés metros. Porém, poucos sao 0s
animais encontrados na natureza que possuem dois metros ou mais (VERDADE, 2001a;
VERDADE; PINA, 2006). Fémeas bem desenvolvidas podem chegar aos dois metros de
comprimento total (BRAZAITIS, 1973). Os individuos dessa espécie sdo caracterizados como
cautelosos, ou seja, em comparagdo aos outros crocodilianos, sdo animais que atacam menos
do que os demais, sendo esse um fator importante para a sobrevivéncia continua da espécie
(GROOMBRIDGE, 1982).

A distribuicdo geogréfica dessa espécie varia entre paises da América do Sul, dentre

eles o Uruguai, Argentina, Bolivia, Paraguai e o Brasil, sendo o territdrio brasileiro o que possui
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a maior densidade de individuos de jacaré-do-papo-amarelo, abrigando cerca de 70% de sua
populagdo (VERDADE; PINA, 2006).

C. latirostris tem preferéncia por ambientes de vegetacdo aquatica densa, assim como
pantanos, varzeas, mangues e pequenos riachos (GROOMBRIDGE, 1982). Porém, ao longo de
toda evolucéo, adaptou-se a habitar ambientes passiveis de antropizacao, sendo eles rios, lagoas
e acudes de fazendas de gado, levando a entender que o risco de extin¢do dessa espécie esteja
intimamente ligado a acdo antrdpica e a pressdo humana que sofrem seus habitats (MEDEM,
1983). Utilizando como referéncia os dados disponiveis até o ano de 2011 relativos aos critérios
sobre o risco de extin¢do da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN 2001,
2003), essa espécie se encaixa no risco menos preocupante de extin¢do (LC) (COUTINHO et
al., 2013).

Além do nome jacaré-do-papo-amarelo, em lingua inglesa 0 nome popular da espécie
C. latirostris é “broad-snouted caiman”, ¢ assim como o nome indica, comparado a outros
crocodilianos essa espécie possui o focinho mais curto e mais largo (COUTINHO et al., 2013).
Segundo Brazaitis (1973), os individuos possuem coloracdo dorsal marrom-escuro quando
filhotes e jovens, algumas manchas marrom-escuras ou pretas na cauda e na cabeca, e faixas da
mesma coloragdo na superficie dorsal do tronco e na cauda.

Quando se tornam adultos, mantém a coloragdo marrom escuro ou verde-oliva escuro
na superficie dorsal do tronco, assim como faixas da mesma cor no dorso da cauda. Conforme
o individuo envelhece, essas faixas se tornam menos perceptiveis, pois a coloracdo corporal
tende a escurecer, de modo que todo o corpo apresente cor marrom escuro. Em todos os estagios
da vida, o ventre possui coloracdo creme uniforme ou amarelada, e a mandibula possui grandes
manchas escuras em suas laterais. A pele de C. latirostris possui escamas ventrais que nao
possuem glandulas foliculares, porém, existem placas 6sseas denominadas osteodermos
presentes em dupla em toda superficie dorsal (Figura 6) (BRAZAITIS, 1973; VERDADE;
PINA, 2006).
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Figura 6 — Morfologia externa
oliva, ventralmente amarelado, com faixas marrom escuras que irradiam da cabeca até a cauda

(seta). Manchas marrom escuras ou pretas na mandibula (circulado).
Fonte: Adaptado de Mascarenhas Janior (2019).

Brazaitis (1973) descreve que, anatomicamente, além dos osteodermos, existem cristas
ossificadas no dorso do corpo dos individuos dessa espécie. O mesmo autor cita também que
uma das caracteristicas mais pertinentes que permite diferenciar C. latirostris de outras espécies
é a presenca de elevacdes na palpebra superior em forma de ponta ou tubérculo, semelhantes as
gue sdo encontradas na espécie C. crocodilus. Na cavidade oral, possui formula dentaria de
18/18, sendo 18 dentes superiores e 18 inferiores e ligeiramente separados um do outro, fixados

em cavidades 6sseas distintas.
2.6.1 Habitos alimentares

De acordo com Brazaitis (1973), a dieta de C. latirostris consiste em crustaceos e, as
vezes, tartarugas aquaticas, e isso se deve pelo formato firme e compacto de sua mandibula.
Em anélise feita por Freitas-Filho (2008) do conteddo estomacal de amostras de C. latirostris
de vida livre capturados em diversas localidades do Rio de Janeiro, como mangues, canais de
esgoto, restinga, entre outros, foram encontrados insetos, moluscos, crustaceos, peixes e
vertebrados terrestres. A dieta de animais de cativeiro geralmente é baseada em descartes de
frango, peixes e, as vezes, suinos. Estudos afirmam que quando a dieta ndo é fornecida de forma
equilibrada, ou seja, sdo oferecidas dietas pobres em nutrientes essenciais, ela pode interferir
negativamente no crescimento dos animais, como por exemplo, dificultar a formacdo dos
osteodermos em jacarés filhotes (SARKIS-GONCALVES, 2000). Filhotes em cativeiro, em
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sua grande maioria, tém preferéncia por se alimentarem de insetos quando possuem o poder de
escolha entre estes e peixes (VERDADE, 1992).

Comportamentos em filhotes como a predacgéo de gravetos e folhas mostra que o habito
de se alimentar é compreendido por meio de tentativas certas e erradas de conseguir alimento.
Em cativeiro, tanto para filhotes quanto para adultos, € comum que o alimento oferecido seja
processado, visto que muitas vezes sdo utilizados descartes de animais mortos. Porém, para
animais que sdo criados a fim de serem reintroduzidos na natureza para repovoamento, €
importante que seja oferecido alimento vivo, a fim de que esses individuos aprendam a realizar

a caga e a captura do alimento quando estiverem em vida livre (VERDADE, 1992).

2.6.2 Biologia reprodutiva

Como todos 0s outros crocodilianos, essa espécie realiza a oviposi¢do em ninhos com
monticulos combinados de folhas e galhos, pondo cerca de 18 a 50 ovos por ninhada
sazonalmente, durante a estacdo chuvosa do ano (ROBERTO, 2019). Grande parte das
informac@es adquiridas sobre a biologia reprodutiva desses animais se da por meio de estudos
em animais de cativeiro (VERDADE, 1998). Em estudo realizado por Campos et al. (1995) no
rio Parang, Brasil, foi descrito pela primeira vez a presenca de ninhos de C. latirostris sobre
tapetes de vegetacdo flutuante. E, estimou-se pela idade dos embrides, que a postura dos ovos
foi realizada nos ultimos dias do més de dezembro e que a eclosdo ocorreria nos primeiros dias
de marco, delineando o periodo reprodutivo da espécie. Segundo Verdade (1992), o periodo de
postura dos ovos compreende os ultimos dias de outubro até fevereiro, sendo que a maior
concentracdo de fémeas realiza a oviposicdo entre dezembro e fevereiro, e o pico é alcancado
em janeiro. Esse comportamento de postura dos ovos durante o verdo pode ser justificado
devido a necessidade de temperaturas mais elevadas para a incubacdo dos ovos (VERDADE,
1992).

Foram encontradas relagdes significativamente positivas entre o tamanho das fémeas
nidificantes com o tamanho dos ovos e dos recém-nascidos. Ou seja, fémeas que possuem maior
comprimento total sdo mais propicias a gerarem descendentes maiores e mais pesados. Essa
correlagdo ndo foi encontrada entre o tamanho da fémea com o tamanho da ninhada ou com a
quantidade de ovos (VERDADE, 2001a).

Geralmente o periodo de incubagdo dos ovos dura cerca de 77 dias, e 0 nascimento dos
filhotes ocorre entre os meses de fevereiro e abril, e tem seu pico em marco. Nesses meses a

temperatura ambiente comeca a diminuir, e devido a esse motivo, podem ocorrer quedas

58



Topicos Especiais em Ciéncia Animal X

bruscas de temperatura que causariam danos aos ovos, aos embrides, e posteriormente até
mesmo aos recém-nascidos. A maioria das fémeas apresentam o comportamento de protecdo
ao ninho, denominado de cuidado parental, e essa conduta se estende pelos proximos dois a trés
anos de vida do filhote (VERDADE, 1992).

2.6.3 Conservacdo da espécie

As principais causas que levam a diminuicdo da densidade populacional dessa espécie
s80 a caca, que ocorre de forma ilegal, exploratoria e predatéria, e a destrui¢do dos seus habitats
(VERDADE, 1992). Tendo em vista a pressdo que o grupo sofre por esses fatores,
majoritariamente causados pelo homem, programas de conservacao, controle e regulamentacéao
da caca, e, principalmente, estudos aprofundados sobre a biologia e 0 manejo adequado, se
tornam imprescindiveis para a manutengdo da espécie na natureza (VERDADE, 1998). Em
varios paises, projetos de conservacdo foram implantados e a partir deles é possivel obter
controle rigoroso das populaces de crocodilianos, e, principalmente, das espécies mais
ameacadas. Essas propostas visam a exploracdo de forma controlada de populagdes nativas, e
a introducdo de individuos de determinadas espécies em ambientes em que elas foram
consideradas extintas para fins de repovoamento. De mesma forma, a criacdo de individuos em
cativeiro é realizada para gque a captura de animais de vida livre, visando a comercializacdo de
seus produtos, seja reduzida (VERDADE, 1992).

E importante a criagio de projetos que visem a conservacao da espécie, assim como leis
ambientais que atuem ativamente na preservacao dos habitats naturais de C. latirostris, e ndo
apenas visando a espécie em cativeiro. Atualmente, existem unidades de conservacao que atuam
nos locais endémicos dessa espécie com objetivo de garantir a sobrevivéncia e protecédo de C.
latirostris (COUTINHO et al., 2013).

3EXPLORACAO COMERCIAL, SISTEMAS DE MANEJO E PRODUCAO DE Caiman

latirostris

Segundo Hutton e Webb (1992), crocodilianos em geral sdo animais que ndo podem ser
comercializados sem que haja autoriza¢fes que regulamentem esses processos, assim como
licencas que variam de acordo com o pais em questdo. As autorizagdes e licengas, devem ser
adquiridas para que seja possivel a realizacdo de abates, venda, compra e comércio dos

subprodutos fornecidos a partir da exploracdo desses animais (HUTTON; WEBB, 1992). A
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organizacdo internacional que é responsadvel por regulamentar toda a utilizagdo desses
subprodutos é a CITES (International Consortium on Combating Wildlife Crime - Convencao
Sobre o Comeércio Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e Flora Selvagens em Perigo
de Extingdo). A CITES lista em seus apéndices todas as regras a serem seguidas sobre 0s
sistemas de manejo e exploracao de espécies ameacadas de extingcdo (HUTTON; WEBB, 1992).

C. latirostris possui grande valor econdémico, e neste cenario, o Brasil é um dos
principais paises interessados no comércio de produtos oriundos da espécie (BRAZAITIS,
1989). O consumo de carne de jacarés tem crescido nos altimos anos, principalmente nas
grandes cidades do pais, entre os estados do Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil. Mas apesar
desse crescimento, ela ainda é um produto considerado exotico, pois demanda tempo de
producdo, visto que animais sO sdo abatidos acima de 1 ano de idade, e a producédo de quilos de
carne por animal abatido é pequena. Além da carne, a industria brasileira da moda possui grande
atracdo pela pele de jacarés para a fabricacdo de bolsas e calgados, mas essa producgdo ainda é
inviabilizada pelos mesmos motivos que dificultam a producéo da carne (VERDADE, 2001b).

Esses subprodutos sdo obtidos a partir de trés sistemas regulamentados de coleta e
producdo, que sdo: a caca moderada no ambiente natural da espécie, denominado harvest; a
coleta de ovos desse mesmo habitat para posterior criagéo de filhotes em cativeiro, denominado
ranching; e, por fim, a criacdo de individuos da espécie a partir de fémeas matrizes e machos
reprodutores adquiridos uma Unica vez no ambiente e levados a cativeiro para geracdo dentro
de um ciclo fechado, denominado farming (HUTTON; WEBB, 1992).

O sistema mais utilizado é o farming, justificado por ser o0 método que menos impacta
negativamente as populacfes naturais. Porém, alguns problemas sdo encontrados durante a
captura dos progenitores. Sendo que, dificilmente, individuos de vida livre conseguem se
adaptar em ambientes de cativeiro, e com isso, a taxa de mortalidade das matrizes e reprodutores
é alta, e a capacidade de reproducdo de ambos € baixa se comparado ao natural. Portanto, a
técnica utilizada pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), da
Universidade de Sdo Paulo (USP), que se tornou referéncia no Brasil, tem como objetivo a
criagdo de matrizes e reprodutores em cativeiro e o fornecimento destes animais nascidos e
adaptados para futuros criadouros (VERDADE, 2001b). No Brasil, existem sete criadouros
regularizados pelo IBAMA que visam a comercializagdo dos subprodutos da espécie, e estdo
localizados no Nordeste, Sudeste e Sul do pais, sendo que todos utilizam o sistema de manejo
farming (COUTINHO et al., 2013).
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3.1. IMPLANTACAO DE CRIADOUROS

Visando a prote¢do da espécie, a caca de C. latirostris € proibida pela Lei N°. 5.197/67
de 3 de janeiro de 1967 de Protecdo a Fauna (BRASIL, 1967). Enquanto a implementacdo de
criadouros para criagdo em cativeiro a fim da comercializagdo de produtos advindos desses
animais é regulamentada por duas Portarias, a de N°. 117/97 (BRASIL, 1997a) e a de N°. 118/97
(BRASIL, 1997b). Ambas tém como objetivo, a normatizacdo da comercializacao da pele e a
criagdo de criadouros comerciais de crocodilianos no Brasil, respectivamente (SARKIS-
GONCALVES et al., 2001).

Para que seja realizada a implantacdo de um criadouro regular com o objetivo de
exploracdo comercial da espécie, alguns critérios basicos precisam ser seguidos, como: as
instalacBes do criadouro precisam, necessariamente, estarem dentro da area de incidéncia da
espécie do pais em questdo, por exemplo, no Brasil, a distribuicdo geografica da espécie ocorre
no Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul, portanto, criadouros podem ser estabelecidos nessa
faixa territorial; e, que a aquisicdo de alimento para os animais do criadouro seja obtida de
forma econémica, ou seja, a baixo custo, podendo inserir na alimentacdo os descartes de
producédo animal, como carcacgas de frango e suino, por exemplo (SARKIS-GONCALVEZ et
al., 2001).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das informacBes apresentadas, dentre as seis espécies de crocodilianos
endémicas do Brasil, Caiman latirostris é a espécie que possui sua sobrevivéncia mais
ameacada pelos impactos antropicos em seus habitats, atualmente sendo alvo de elevados niveis
de poluicdo e desmatamento. Além dos impactos sobre sua populacéo, a espécie € alvo de caca
exploratoria para comercializacdo da carne e do couro. Portanto, programas de conservacao,
acles que visem a educacdo da populacdo acerca da espécie e a implantacdo de criadouros
devidamente regulamentados, necessitam ser utilizados para que garantam a sobrevivéncia de

C. latirostris em seus ambientes nativos.
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1 INTRODUCAO

Segundo a OMS, obesidade é definida como o acimulo excessivo e anormal de tecido
adiposo de forma a conferir riscos a satde do individuo (WHO, [2019]). Enquanto o termo
sarcopenia foi cunhado no final da década de 80 para definir a perda de massa muscular em
decorréncia, principalmente, do avanco da idade (EVANS; CAMPBELL, 1993;
ROSEMBERG, 1989). A obesidade sarcopénica € uma subcategoria da obesidade,
caracterizada pela ocorréncia de ambos os processos descritos anteriormente. Sendo assim, é
observado um excesso de tecido adiposo com concomitante perda de massa magra corporal
(ZAMBONI et al., 2008).

Objetivou-se com esta revisdo abordar de forma isolada a obesidade e a sarcopenia em
gatos, finalizando com dados referentes a obesidade sarcopénica, a fim de atentar os
profissionais da area para o impacto negativo da doenca na qualidade de vida dos individuos

portadores e para a importancia do desenvolvimento de futuras pesquisas na espécie felina.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Definicéo

Diversas defini¢des para obesidade tém sido descritas na literatura mundial. De maneira
geral, a doenca é definida como o acumulo excessivo de tecido adiposo em decorréncia da
ingestdo cal6rica superior ao consumo energeético do organismo, levando a potenciais riscos a
satde do individuo (GERMAN, 2006; LAFLAMME, 2006; WHO, [2019]).

Cées e gatos com acumulo de tecido adiposo acima de 15-20% do peso corporal ideal
sdo classificados na categoria de sobrepeso, enquanto animais acima de 20% do peso corporal
ideal passam a ser classificados como obesos. E observado um evidente aumento no risco da
ocorréncia de doencas em gatos com peso corporal 30% acima do ideal. Essas doencas estdo
descritas no item 2.1.5 (HAND; THATCHER; REMILLARD, 2000; LITTLE, 2012).
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2.1.2 Prevaléncia

Ao longo dos anos, diversos estudos vém estimando a prevaléncia da obesidade em
felinos. Um trabalho de revisdo identificou que os valores variam principalmente de acordo
com a regido do estudo, idade e critérios usados pelos profissionais para a classifica¢do do ECC
dos animais (TARKOSOVA et al., 2016).

No Brasil, hd caréncia de pesquisas que avaliem a prevaléncia de sobrepeso e de
obesidade na populacdo felina separadamente. Na maioria dos estudos, essas as taxas sdo
estimadas em conjunto. No pais e no mundo, essa taxa pode variar de 19 — 52% (LAFLAMME,
2006; LUND et al., 2005; MENDES-JUNIOR et al., 2013). Em um estudo epidemioldgico, os
autores descreveram a prevaléncia de obesidade em gatos em varios paises. Na Gra-Bretanha o
indice de prevaléncia variou de 1,8 a 10,2%, entre os anos de 2000 e 2012; os Estados Unidos
apresentou um valor de 6,4% em 2005; a Nova Zelandia 2,7% em 2000; a Australia 6,6% em
2008; a Franca 7,8% em 2009; e os Paises Baixos 4,5% em 2014 (TARKOSOVA et al., 2016).

Um estudo no sul do estado do Espirito Santo avaliando uma populacéo de 50 gatos,
identificou uma taxa de prevaléncia de 6% de obesidade na espécie (MENDES-JUNIOR et al.,
2013). Enquanto um levantamento mais recente envolvendo 37 gatos no estado de Mato Grosso
encontrou taxa de prevaléncia de 40,5% para obesidade na populagéo de gatos estudados,
constatando grande variancia entre as diferentes localidades do pais e amostras estudadas
(FREITAS et al., 2018).

2.1.3 Causas e fisiopatogenia

Como citado anteriormente, o sobrepeso e obesidade sdo causados por desequilibrio
entre a ingestdo caldrica e o consumo energético do organismo, 0 que acontece principalmente
com o avanco da idade. Na situacdo onde ha uma ingestdo calérica maior do que o0 consumo
energeético, ocorre o depdsito de tecido adiposo. Sendo assim, fatores que influenciam na
demanda energética diaria do organismo, podem atuar diretamente no ganho ou perda de peso
do individuo (LAFLAMME, 2006).

As causas de obesidade podem ser divididas em primarias e secundarias de acordo com
a origem. Dentre as causas primarias encontram-se 0 excesso de ingestdo calorica, 0 gasto
energético reduzido e a predisposicdo genética. O excesso de ingestdo caldrica se d&d em

decorréncia do consumo de alimentos densos em energia, praticas inadequadas de alimentacao
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e alimentacdo ad libitum. Enquanto o gasto energético reduzido, em geral, esté relacionado ao
baixo grau de atividade fisica dos gatos obesos (LITTLE, 2012; NELSON; COUTO, 2015).

Os fatores geneéticos apresentam grande destaque no aumento da predisposicdo a
obesidade em gatos como a idade, sexo, raca e castracdo (LITTLE, 2012). Em relacéo a idade,
sabe-se que a doenca ocorre com maior frequéncia em gatos de meia idade, variando de 2 a 9
anos. No quesito sexo, maior ocorréncia € observada em machos, quando comparado com
fémeas (COLLIARD et al., 2009; LITTLE, 2012).

As racas predispostas sdo controversas e ainda nao estdao bem estabelecidas, no entanto
uma predisposigéo evidente foi observada em gatos da raca Manx e mesticos (LITTLE, 2012;
LUND et al., 2005). No fator status reprodutivo, é descrita maior ocorréncia da obesidade em
individuos castrados de ambos 0s sexos. Acredita-se que a castracdo possa contribuir para o
ganho de peso por meio do aumento na ingestdo de alimentos e/ou pela reducdo da atividade
fisica sem reducdo da ingestdo caldrica. A taxa metabdlica em gatos aparentemente ndo
apresenta reducdo apds a castracdo como ocorre em outras espécies (HARPER et al., 2001;
KANCHUK et al., 2003). Dentre as causas secundarias de obesidade que podem ocorrer em
gatos estdo o hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo, hiperinsulinismo, acromegalia,
hipopituitarismo, disfuncdo hipotalamica e drogas (glicocorticides, progestagenos,
fenobarbital e primidona) (NELSON; COUTO, 2015).

Fatores ambientais também apresentam grande contribuicdo no aumento da ocorréncia
da doenca como a subestimacdo do grau de sobrepeso do gato por parte do tutor e 0 acesso
limitado a areas externas para a pratica de exercicios, o que é observado principalmente em
gatos de apartamento (COLLIARD et al., 2009; LITTLE, 2012). Para os felinos, fatores
comportamentais também apresentam um importante papel no desenvolvimento da obesidade.
Dentre esses fatores, pode-se citar a dificuldade em manter uma rotina alimentar normal,

ansiedade, problemas no controle da saciedade e depressdo (GERMAN, 2006).

2.1.4 Consequéncias

O tecido adiposo, assim como outros 6rgdos, possui fun¢do enddcrina com produgdo
constante de mediadores quimicos. Em individuos obesos ocorre a liberagéo crénica e excessiva
dessas substancias, conhecidas como adipocinas. As adipocinas, por vezes, atuam como
citocinas pro-inflamatdérias e mantém o organismo em condi¢cdo crbnica e deletéria de
inflamacédo (LITTLE, 2012).
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Sendo assim, o0 sobrepeso e obesidade em felinos podem afetar diferentes sistemas do
organismo e acarretar em diversos problemas de satde. Os graus de riscos variam dependendo
do problema de saude desenvolvido (TENG et al., 2018). No Quadro 1 estdo listadas as

complicacdes da obesidade mais frequentes de acordo com o sistema acometido em gatos.

Quadro 1 - Potenciais efeitos deletérios da obesidade em gatos
Sistema AlteracOes Frequentes Observadas

Enddcrino Diabetes melitos (TENG et al., 2018)

Gastrintestinal Diarreia (TENG et al., 2018)
Constipacdo (NELSON; COUTO, 2015; TENG et al., 2018)
Lipidose hepéatica (NELSON; COUTO, 2015)
Aumento da ocorréncia de pancreatite (NELSON; COUTO, 2015; TENG et
al., 2018)

Imunolégico  Alergopatias (TENG et al., 2018)

Musculo Artrite (TENG et al., 2018)
esquelético  Doenga do disco intervertebral (TENG et al., 2018)

Respiratério  Asma (trés vezes mais predisposicdo) (NELSON; COUTO, 2015; TENG et
al., 2018)
Reducédo da complacéncia pulmonar (NELSON; COUTO, 2015; TENG et
al., 2018)
Sindrome de Pickwickian (NELSON; COUTO, 2015)

Tegumentar  Dermatite atopica (NELSON; COUTO, 2015; TENG et al., 2018)
Seborréia (NELSON; COUTO, 2015)
Pioderma (NELSON; COUTO, 2015)

Urinario Doencas do trato urinario superior (NELSON; COUTO, 2015; TENG et al.,
2018)
Doenca do trato urinario inferior felino (NELSON; COUTO, 2015; TENG
etal., 2018)
Incontinéncia urinaria (comum em cadelas castradas) (NELSON; COUTO,
2015)

Reprodutor  Partos distocicos (NELSON; COUTO, 2015)

Outros Intolerdncia ao exercicio, hiperlipemia, e aumento no risco durante
procedimentos anestésicos e cirurgicos (NELSON; COUTO, 2015)

Fonte: Adaptada de Nelson e Couto (2015) e Teng et al., (2018).

2.1.5 Diagnostico

Uma série de exames complementares estdo disponiveis para a estimativa da quantidade
de gordura corporal em gatos (Quadro 2). Entretanto, algumas delas ndo séo de facil acesso a
rotina clinica devido ao grau de complexidade na realizag&o, estrutura e/ou apresentam alto
custo (NELSON; COUTO, 2015).
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Dentre as mais acessiveis para a aplicacéo clinica estdo a mensuragdo do peso corporal,
avaliagdo do escore de condicdo corporal (ECC), medidas morfométricas (MM),
ultrassonografia (US), absorciometria com raio x de dupla energia (DEXA), tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnetica (RM) (NELSON; COUTO, 2015;
SANTAROSSA; PARR; VERBRUGGHE, 2017).

Quadro 2 - Técnicas de mensuracdo da gordura corporal em gatos.

Peso corporal

Escore de Condicao Corporal

Medidas morfométricas

Ultrassonografia

Dupla absorc¢édo de energia de raios X (DEXA)
Tomografia computadorizada

Ressonancia magnética

Fonte: Adaptada de Nelson e Couto (2015).

A avaliacdo do peso corporal é considerada 0 método mais simples e de facil acesso e
fornece informagOes aproximadas sobre a reserva total de energia corporal. No entanto, essa
ferramenta ndo permite a mensuracgdo da propor¢do de massa magra e de tecido adiposo, o que
a torna pouco especifica para o diagnéstico da obesidade (SANTAROSSA; PARR;
VERBRUGGHE, 2017).

Assim como a pesagem, a técnica de determinacdo do ECC via sistema de pontuacéo,
também é uma avaliacdo répida e de facil realizacdo na rotina. Porém, apresenta como
desvantagem a margem para subjetividade no momento da avaliacdo. Dentre elas, as escalas
mais amplamente aceitas e utilizadas é a de 5 pontos, pela facilidade de aplicacdo na rotina
clinica e a de 9 pontos, pela maior precisdo e criteriosidade (Quadro 3) (GERMAN et al., 2006;
LAFLAMME, 1997; NELSON; COUTO, 2015).

As mensuracGes morfométricas em gatos foram estabelecidas e estdo disponiveis para a
avaliacdo do percentual de gordura corporal. Esse método consiste na determinacdo da
circunferéncia toracica na direcao da extremidade cranial da nona costela, associada ao indice
da medida do membro pélvico que corresponde a distancia da tuberosidade calcanea até a patela
(Figura 1). Esse indice é conhecido como indice felino de massa corporal (IFMC) e seu
resultado pode ser interpretado por meio da tabela de referéncia (Quadro 4) (NELSON;
COUTO, 2015).

A ultrassonografia € um metodo ndo invasivo que permite a mensuragdo da espessura

da camada adiposa subcutanea de forma eficaz, além disso € uma técnica que ndao emite radiacao
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e é considerada

relativamente simples de ser realizada (SANTAROSSA; PARR;

VERBRUGGHE, 2017). Apesar da US ainda ndo ter sido padronizada para o diagnostico

preciso da obesidade, uma correlacdo significante entre a espessura da camada de tecido

adiposo ventral e o peso corporal, ECC, indice de massa corporal, percentual de gordura

corporal e circunferéncia do térax foi identificada em gatos (IWAZAKI et al., 2018).

Quadro 3 - Sistema de escore de condicdo corporal (ECC) de 5 e 9 pontos para gatos.

Caquético
(ECC 1/5)

Magro
(ECC 2/5)

Ideal
(ECC 3/5)

Sobrepeso

(ECC 4/5)

Obeso
(ECC 5/5)

Escore de
condicao corporal
5 pontos 9 pontos

ECC1

ECC 2

ECC3

ECC4

ECC5

ECC6

ECC7

ECC38

ECC9

Descricao

Costelas visiveis nos gatos de pelo curto. Nenhuma gordura palpavel.
Acentuada reentrancia abdominal. VVértebras lombares e asa do ileo
palpéaveis (LAFLAMME, 1997; NELSON; COUTO, 2015).

Costelas facilmente visiveis em gatos de pelo curto. Vértebras
lombares sdo observadas com minima massa muscular; reentrancia
abdominal. Ndo ha presenca de gordura palpavel (LAFLAMME,
1997).

Costelas facilmente palpéveis apresentam uma cobertura minima de
gordura. As veértebras lombares sdo visiveis. Cintura evidente depois
das costelas. Minimo de gordura abdominal (LAFLAMME, 1997).

Costelas palpaveis com minima cobertura de gordura. Cintura
perceptivel atrds das costelas. Minimo de gordura abdominal.
(LAFLAMME, 1997).

Bem proporcionado. Cintura visivel depois das costelas. Costelas
palpaveis com pequena cobertura de gordura. Paniculo adiposo
abdominal minimo (LAFLAMME, 1997; NELSON; COUTO, 2015).

Costelas palpaveis com minima cobertura de gordura. Cintura e
gordura abdominais visiveis, mas nao evidentes (LAFLAMME, 1997).

Dificuldade em palpar as costelas que tém moderada cobertura de
gordura. A cintura ndo é muito evidente. Arredondamento evidente do
abdémen. Moderado paniculo adiposo abdominal (LAFLAMME,
1997).

Costelas ndo palpaveis, com excesso de cobertura de gordura
(NELSON; COUTO, 2015).

Cintura ausente. Arredondamento abdominal e presenca de gordura
visivel. Presenca de deposito de gordura lombar (LAFLAMME,
1997).

Impossivel palpar costelas que se encontram sob espessa cobertura de
gordura. Pesados depositos de gordura na area lombar, face e
membros. Distensdo abdominal e auséncia de cintura. Amplos
depositos abdominais de gordura (LAFLAMME, 1997).

Fonte: Adaptada de Laflamme (1997), Nelson e Couto (2015).
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s ¥ _
Figura 1 — Avaliacdo do percentual de gordura corporal por meio de medidas morfométricas
em gatos. (A) Representacdo da medida morfométrica do membro pélvico e (B) medida

morfométrica da circunferéncia toracica. Ambas realizadas com o auxilio de fita métrica e

mensuradas em centimetros.
Fonte: Extraido de Nelson e Couto (2015).

Quadro 4 — Referéncia do indice felino de massa corporal (FBMI).

32
30
28
26 Subpeso
24

Circunferéncia da caixa toracica (cm)

22
20

10111 (12 |13 |14 15|16 |17 (181920 |21 |22 |23 |24 |25

Medida do indice do membro pélvico (cm)
Fonte: Adaptada de Nelson e Couto (2015).

A Dual-energy X-ray Absorptiometry, conhecida como DEXA, é uma técnica também
utilizada para a mensuragdo da composicdo corporal em gatos, porém ndo é comumente
encontrada para utilizacdo na rotina (BORGES et al., 2008). A tomografia computadorizada e

a ressonancia magnética também sao duas técnicas que podem ser empregadas para a avaliagdo
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da composicéo corporal, no entanto, devido ao elevado custo, necessidade de anestesia geral do
paciente e exposicdo do paciente as radiacBes elevadas, no caso da tomografia
computadorizada, ndo séo rotineiramente utilizadas para esta finalidade na medicina veterinaria
(PRADO; HEYMSFILD, 2014).

2.2 SARCOPENIA

2.2.1 Definicéo

O termo sarcopenia foi cunhado no final da década de 80 na medicina para definir o
processo de reducdo da massa muscular observada em decorréncia do avanco da idade
(ROSEMBERG, 1989). Este termo vem sendo utilizado até os dias atuais, tanto na medicina,
quanto na medicina veterinaria (CHOI, 2016; PAGANO et al., 2015).

Vale ressaltar que sarcopenia € diferente de caquexia, embora se assemelhem em alguns
aspectos. A caquexia é também um processo no qual ocorre perda de massa muscular de forma
progressiva, porém, diferente da sarcopenia, esta se dd em decorréncia de doencas crbnicas
como cancer, insuficiéncia cardiaca, doenca renal cronica, doenga pulmonar obstrutiva crénica
e artrite reumatoide. Ao passo que a sarcopenia é um processo que ocorre em decorréncia do
avanco da idade, como supracitado, sem relacdo com doencgas crbnicas primarias
(ROSEMBERG, 1989).

2.2.2 Prevaléncia

Apesar dos estudos serem mais escassos na medicina veterinaria, principalmente na
espécie felina, a ocorréncia da doenca foi descrita em caes e gatos (HUTCHINSON et al., 2012;
MUNDAY; EARLE; ANDERSON, 1994; PAGANO et al., 2015). Até o momento nao foram
encontradas na literatura pesquisas que estimassem a prevaléncia em ambas as espécies.

Racas como Labrador Retriever, a sarcopenia foi evidenciada por meio de avaliagéo
ultrassonografica e tomografica (HUTCHINSON et al., 2012). A histopatologia também foi
utilizada para o diagnéstico em cées, se mostrando uma importante ferramenta no estudo da
doenca (PAGANO et al., 2015).
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2.2.3 Causas e fisiopatogenia

Foi comprovado que as causas da sarcopenia sdo multifatoriais, tanto em humanos
quanto em cées (CHOI, 2013; PAGANO et al., 2015). Na medicina, dentre os principais fatores
associados a fisiopatogenia da perda cronica de fibras musculares estéo as disfungdes na sintese
proteica, 0 aumento da lise de proteinas musculares, os defeitos na integridade da inervacdo
muscular e 0 aumento da quantidade de conteddo gorduroso na musculatura (CRUZ-JENTOFT
et al., 2010). Além dessas alteragdes, foram identificadas sucessivas mutacdes de delecdo que
ocorrem no DNA mitocondrial com avanco da idade que também contribuem para a perda de
massa muscular do individuo. Essas mutacbes levam a alteracBes morfoldgicas nas fibras
musculares com consequente atrofia e ruptura das mesmas (HERBST et al., 2007).

Em humanos, diversas causas estdo associadas a perda de massa muscular de forma
crbnica como baixo grau de atividade fisica, reducdo nas concentragdes das fracGes de
testosterona, reducéo nas concentracdes de vitamina D (SZULC et al., 2004), baixos niveis de
GH (horménio do crescimento) (RUDMAN, 1985), reducdo na sintese de miosina de cadeia
pesada (BALAGOPAL et al., 1997) e elevadas concentracdes de TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa), proteina C reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-6) (SCHAAP et al., 2009).

Na medicina veterinaria, avaliacGes histopatoldgicas de cdes idosos com sarcopenia
constataram a presenca de fibras musculares necroéticas e atroficas, rupturas e pré-rupturas de
fibras vermelhas, vacuolos em formato de aro, fibras citocromo oxidase negativas e acuimulo
de lipofuscinas. A classificagdo do grau de acometimento dessas fibras varia de acordo com a
proporcao dos achados histopatolégicos citados. Sendo assim, o0 acometimento de 1 a 25% das
fibras é considerado discreto, enquanto 26 a 50% e >50% passam a ser classificados como
moderado e severo, respectivamente (PAGANO et al., 2015).

Em gatos, perda de cerca 25 a 30% de massa magra foi constatada em individuos senis.
As causas da sarcopenia na espécie vao além do avanco da idade. Sabe-se atualmente que a
baixa ingestdo proteica € um fator importante para a perda de massa muscular na espécie, pois
reflete de forma negativa tanto na liconeogénese, quanto na conversao proteica no organismo.
Sendo assim, a ingestdo insuficiente de proteinas estimula o catabolismo proteico, que é
refletido de forma mais evidente na musculatura esquelética. Além disso, ao contrario do que
se pensava, 0 gato idoso tem 0 seu requerimento energético aumentado, devido a reducédo na
capacidade digestiva (digestdo e absorcdo). Esse aumento na demanda é observado

principalmente ap6s o0s 13 anos de idade (LITTLE, 2016).
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2.2.4 Consequéncias

Na medicina, uma das principais preocupacfes com idosos sarcopénicos é o risco de
quedas em decorréncia da reducdo da massa e forca muscular, além da evidente reducdo da
velocidade no caminhar (SCOTT et al., 2016). Esses fatores contribuem para a reducdo da
qualidade de vida, o aumento da necessidade de hospitalizacdo e institucionalizagéo (asilos e
casas de repouso) e para 0 aumento na taxa de mortalidade (CRUZ-JENTOFT et al., 2010).

Em felinos, ainda ndo foram realizados estudos que correlacionassem a ocorréncia de
quedas ou fraturas com a doenga como em humanos. No entanto, foi identificado uma relagéo
direta entre a perda de massa magra e o aumento no risco de morte desses individuos. Uma
pesquisa, chegou a identificar que a cada 100 gramas de massa magra perdida de um gato idoso,

0s riscos de morte chegam a aumentar cerca de 20% (LITTLE, 2016).

2.2.5 Diagnostico

Na medicina, os principais métodos de diagndstico da sarcopenia é o DEXA, a
tomografia computadorizada, a ressonancia magnética e a ultrassonografia (PRADO;
HEYMSFILD, 2014). Na medicina veterinaria, o diagndstico de sarcopenia ainda ndo €
rotineiro, no entanto, em nivel de pesquisa 0 DEXA, a tomografia computadorizada e
ultrassonografia foram empregados para o diagnéstico da doenca em cdes (FREEMAN et al.,
2019; HUTCHINSON et al., 2012; KEALY et al., 2002). A histopatologia também foi utilizada
nessa espécie, se mostrando uma importante ferramenta no estudo da doenca (PAGANO et al.,
2015). Em gatos, alteracdes na proporcdo da massa muscular também foram observadas por
meio do DEXA (BORGES et al., 2008; MUNDAY; EARLE; ANDERSON, 1994). Mais
recentemente, a ultrassonografia vem sendo estudada com o intuito de se tornar mais uma
ferramenta promissora para o diagnostico da doenca na espécie felina (FREEMAN et al., 2019).

Outra técnica para identificacdo da sarcopenia utilizada em cées e gatos, é o escore de
condi¢do muscular (ECM). Este método, assim como o do ECC, consiste em um sistema de
escala de pontos que estimam de forma qualitativa os graus da perda de massa muscular, usando
como recurso a avaliagdo visual e a palpacao de regides especificas (Figura 2) (BALDWIN et
al., 2010).
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Figura 2 — Sistema de escore de condi¢do muscular (ECM).
Fonte: Adaptada de Baldwin et al. (2010), cedida com cortesia por Dr. Tony Buffington.

Os locais anatémicos preconizados para aplicacdo da técnica é a regido do 0sso
temporal, escapula, costelas, vértebras lombares e 0ssos pélvicos. No entanto, 0 emprego desse
método ndo é observado com frequéncia em estudos de sarcopenia, possivelmente devido ao
elevado grau de subjetividade da técnica (BALDWIN et al., 2010; FREEMAN et al., 2019).

2.3 OBESIDADE SARCOPENICA

2.3.1 Definicéo

Até o momento, ndo existe um consenso que defina de forma exata o termo obesidade
sarcopénica (OS). Em geral, essa expressdo € utilizada para caracterizar pacientes que cursam
obesidade e sarcopenia de forma concomitante (SCOTT et al., 2016). Sendo assim, pode-se
interpretar que gatos que apresentam peso corporal 20% acima do ideal, associado a uma
reducdo da massa muscular em decorréncia do avanco da idade, podem ser classificados como
pacientes com obesidade sarcopénica (HAND; THATCHER; REMILLARD, 2000;
ROSEMBERG, 1989). A percepcdo, principalmente das formas iniciais da doenca é
considerada desafiadora, uma vez que o ganho de tecido adiposo com concomitante perda de
massa magra, por vezes, impossibilita alteracdes significativas no peso corporal do individuo
durante as pesagens de rotina (LITTLE, 2016).
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2.3.2 Prevaléncia

Em gatos, a ocorréncia de obesidade sarcopénica ainda ndo foi descrita. Porém, um
estudo de 1994 constatou que com o avan¢o da idade, a populacdo de gatos estudados
apresentou uma evidente reducdo na proporgdo de massa magra com consequente aumento na
proporcéo de tecido adiposo por meio do DEXA (MUNDAY; EARLE; ANDERSON, 1994).
Na medicina veterinaria, estudos que determinem a prevaléncia da OS em cées e gatos ainda
ndo foram realizados.

Na medicina, um estudo em 2013 avaliou os resultados de sete pesquisas que fizeram o
levantamento da prevaléncia de obesidade sarcopénica em pessoas de diferentes idades. Em
relacdo ao sexo, a prevaléncia da doenca em mulheres variou de 3,6 a 94%, enquanto em
homens os valores variaram de 4,4 a 84%. Essa grande variacdo nos valores de prevaléncia
ocorre devido a falta de definicdo exata para a obesidade sarcopénica e a auséncia de
padronizacdo na classificacdo dos pacientes, dando margem para o uso de diferentes critérios
entre os avaliadores (BATSIS et al., 2013).

2.3.3 Causas e fisiopatogenia

A obesidade sarcopénica abarca uma complexa associacdo entre 0S mecanismos
responsaveis por ambas as doencas. A fisiopatogenia envolve, dentre diversos fatores ainda
pouco estudados, a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, distrbios hormonais e estresse
oxidativo (ver itens anteriores 2.1.4 e 2.2.3) (NELSON; COUTO, 2015; SCHAAP et al., 2009;
SZULC et al., 2004).

Acredita-se que exista uma relacdo mutua entre o0 acimulo de tecido adiposo e a reducéo
da massa muscular esquelética Figura 3. De forma mais especifica, na obesidade sarcopénica,
0 quadro de sarcopenia colabora para o acimulo de gordura por reduzir a atividade fisica do
individuo, ao passo que a obesidade promove a liberacdo crénica de citocinas pré-inflamatorias
que contribuem para a reducdo da massa magra, formando assim um ciclo que se repete

continuamente com o avanco da idade (ZAMBONI et al., 2008).
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Figura 3 — Relagdo entre o tecido muscular e o tecido adiposo. Mecanismo desencadeador da

obesidade sarcopénica.
Fonte: Adaptada de Zamboni et al., (2008).

2.3.4 Consequéncias

Na medicina humana, a principal preocupagdo em pacientes com obesidade sarcopénica,
assim como para a sarcopenia de forma isolada, € o risco de quedas devido ao excesso de peso
e a fraqueza muscular. Um estudo recente identificou que homens com OS, que foram avaliados
por um periodo de 2 anos, apresentaram um aumento de 60% na incidéncia de quedas. Além
disso, as chances de fraturas nesses pacientes chegaram a ser maiores do que o dobro, quando
comparado a homens saudaveis com a mesma idade (SCOTT et al., 2016).

Na medicina veterinaria ndo foram realizados estudos que estimassem as consequéncias
da obesidade sarcopénica nas espécies felina e canina, porém, acredita-se que estas sejam a
soma das observadas tanto na obesidade, quanto na sarcopenia (Figura 4) (CHOI, 2016;
HERBST et al., 2007; LITTLE, 2012; NELSON; COUTO, 2015; PAGANO et al., 2015;
SZULC et al., 2004)
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Figura 4 — Causas e consequéncias de obesidade sarcopénica em cées e gatos.

Fonte: Adaptada de Choi (2016), Herbst et al. (2007), Little (2012), Nelson e Couto (2015), Pagano et al. (2015)
e Szulc et al. (2004).

2.3.5 Diagnostico

Atualmente, vérias técnicas estdo disponiveis para a avaliagdo da composicao corporal
de cdes e gatos (ver topicos 2.1.6 e 2.2.5). Porém, nem todos estdo disponiveis na préatica clinica.
No Quadro 5 encontram-se 0s métodos diagndsticos previamente descritos e suas respectivas
vantagens e desvantagens (SANTAROSSA; PARR; VERBRUGGHE, 2017)
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Quadro 5 — Métodos para avaliacdo da composi¢ao corporal em caes e gatos.

Pratica Validado
Meétodos Clinica pelo Vantagens
DEXA
Anélise Quimica N&o Sim JETDED [0
acurado
Facil mensurar,
Peso Corporal Sim Néo pode indicar
mudancas de peso
Escore de Facil de realizar,
Condicdo Sim Sim estima o grau de
Corporal gordura corporal
Facil de realizar,
Escore de .
. . : estima o grau de
Condicéo Sim Sim
perda de massa
Muscular
muscular
Facil realizacdo
~ (circunferéncia),
MensuracGes : : :
o Sim Sim estima a
Morfométricas
percentagem de
gordura corporal
Ultrassonografia  Limitada Né&o VIELENPZ aAgordura
subcutanea
Radiografia Limitada Nao VIRIElE aAgordura
subcutanea
ARG Acurado em avaliar
. a gordura corporal e
Radioldgica de .
: Limitada - massa magra, usa
DIl [EMET baixa dose de
(DEXA) o
radiagéo
Visualiza a gordura
Tomografia < . visceral e
. Nao Sim A
Computadorizada subcutanea e massa
magra
A Visualiza massa
Ressonancia « «
- Néo Né&o gordura corporal e
Magnética
massa magra
Al N&o precisa de
Magnética Néo Sim sgda %0
Quantitativa ¢
Diluicdo de x
Oxido de Néo Sim EUEDEE 1D
- invasiva
Deuterio
Irr}ped,an_ma N&o Sim N&o invasiva
Bioelétrica

Desvantagens

E trabalhosa e realizada
em cadaveres
Né&o guantifica gordura
em relacdo & massa
magra (as escalas ndo
estdo calibradas)

Subjetivo

Subjetivo e ndo ha
descricdes publicadas

Subjetiva e desafiadora
quando se realiza
maltiplas medidas, além
da dificuldade com a
movimentacao do
animal
Né&o quantifica gordura
corporal
Né&o quantifica gordura
corporal

Necessita sedacdo ou
anestesia, alto custo e
depende da hidratacéo e
posicao do paciente

Necessita sedacdo ou
anestesia com altas
doses de radiacédo

Alto custo e necessita
sedacdo ou anestesia

Alta radiacéo e depende
do estado de hidratagédo

Depende do estado de
hidratacéo

Depende do estado de
hidratacao

Fonte: Adaptada de Santarossa, Parr e VVerbrugghe (2017).
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3 CONCLUSOES

Pode-se concluir com o presente trabalho de revisdo que apesar de ndo haver uma
defini¢do exata para a obesidade sarcopénica, tanto na medicina quanto na medicina veterinaria,
entende-se de forma geral, que a doenga se da na ocorréncia simultanea de outras duas, a
sarcopenia e a obesidade. Ainda, a caréncia de clareza e objetividade na defini¢éo, abre margem
para variados critérios de classificacdo de pacientes no momento da realizacdo de estudos na
area, o que culmina numa grande variacdo nos resultados das pesquisas e na dificuldade de
obtencéo de dados consistentes.

Nesse contexto, um dos principais reflexos € observado na extensa variagdo dos indices
de prevaléncia da doenca, que chegam a apresentar uma diferenca maior que vinte vezes entre
os autores. Além disto, estudos que avaliem a prevaléncia na espécie felina sdo de extrema
importancia, porém ainda ndo foram realizados até o momento. Em relacdo a patogenia da
obesidade sarcopénica, esta, esta diretamente ligada ao desenvolvimento simultaneo tanto dos
fatores desencadeadores da sarcopenia, quanto da obesidade. P6de-se observar com esse
levantamento de dados que alguns dos fatores envolvidos na patogenia da obesidade, séo
comuns também a sarcopenia, como a idade avangada e o baixo grau de atividade fisica. Essa
informacao, talvez indique que ambos os fatores, sejam, dentre os outros citados na revisdo, 0s
mais importantes a serem explorados no entendimento da doenca em gatos.

Assim como ocorre com a patogenia, as consequéncias da doenca resultam da soma das
complicacgBes observadas tanto na sarcopenia quanto na obesidade. Os métodos de diagnostico
considerados padrdo ouro em ambito de pesquisa é a tomografia computadorizada e a
ressonancia magnética, no entanto, na rotina clinica, a técnica considerada de escolha ainda é o
DEXA. Por fim, espera-se que este trabalho de revisdo tenha auxiliado no entendimento da
importancia da doenca e instigado o desenvolvimento de pesquisas que esclaregam pontos ainda
obscuros a cerca da obesidade sarcopénica na espécie felina.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2019, foi identificada uma nova espécie de coronavirus que infecta humanos,
nomeada inicialmente como 2019-nCoV (ZHU et al., 2020), sendo renomeado posteriormente
como SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020), e causador da doengca COVID-19 (WHO,
2020c). A COVID-19 teve seus primeiros casos registrados em Wuhan, na China (ZHU et al.,
2020), mas infectou milhdes de pessoas em todo mundo (WHO, 2020a), produzindo desde
quadros assintomaticos, até quadros respiratorios graves que podem evoluir para a morte
(HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020).

Medidas preventivas consistem na principal estratégia para diminuir a transmissao do
virus, e incluem a adocdo de cuidados de higiene pessoal, distanciamento social e isolamento
voluntéario de individuos com sinais respiratérios (WHO, 2020b), no entanto, varias localidades
tém adotado medidas de confinamento mais rigorosas (LAU et al., 2020). Essas modificacdes
impostas a rotina de milhdes de pessoas tém gerado efeitos na salude mental de muitos
individuos, sendo notado o aumento no compartilhamento de emocdes negativas em midias
sociais, refletindo principalmente a preocupacdo dos usuarios com saude e familia (L1 et al.,
2020).

Nesse contexto, as relagdes interespecificas entre 0 homem e animais de companhia
podem desempenhar importante papel social, servindo como apoio emocional nhum momento
em que milhares de pessoas tém experimentado momentos de inseguranca. No entanto, 0s
animais de companhia também podem sofrer prejuizos devido ao periodo de quarentena, uma
vez que as caracteristicas ambientais fisicas, sensoriais e sociais da residéncia podem ser
afetadas por novos comportamentos ou adaptacGes que seus tutores e outros moradores
necessitem adotar frente ao quadro atual (BOWEN et al., 2020).

Movimentos bruscos, sons diferentes ou altos, elementos ambientais novos e a presenca
de pessoas estranhas podem funcionar como agentes estressores para 0s gatos (STELLA,
LORD; BUFFINGTON, 2011). Um ambiente desfavoravel pode gerar, mesmo em gatos
saudaveis, comportamentos inespecificos que denotam doenca, ainda que o agente estressor
seja mantido por curto tempo (STELLA; CRONEY; BUFFINGTON, 2013).

As alteracOes sociais geradas pela pandemia podem gerar alteragbes comportamentais
em gatos, ou pelo aumento de fatores estressantes ou pelo aumento da ligacdo entre tutores e
seus animais. Objetiva-se revisar a relagdo entre coronavirus e os gatos, assim como a
domesticagdo e o comportamento natural do gato, o papel do estresse no desenvolvimento de

doencgas no gato e as relagOes interespecificas entre gatos domésticos e as pessoas.

88



Topicos Especiais em Ciéncia Animal X

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 CORONAVIRUS E OS GATOS

As espécies de coronavirus pertencem a familia Coronaviridae, e sdo virus RNA de fita
simples, envelopados e de grandes dimensdes. Causam infeccdo principalmente do trato
respiratorio e gastrointestinal de mamiferos (PAYNE, 2017).

Dentro da subfamilia Coronavirinae, ha& quatro géneros identificados: 1.
Alphacoronavirus, abrange espécies que infectam cdes, gatos e suinos, tendo como principais
representantes o Coronavirus canino tipo | e 11, e o Coronavirus felino tipo | e Il (CAVANAGH,
2005); 2. Betacoronavirus, compreende espécies que infectam bovinos, equinos, humanos e
suinos, tendo como principais representantes 0 SARS-CoV e SARS-CoV-2 (CDC, 2020); 3 e
4. Deltacoronavirus e Gammacoronavirus, abrange espécies que infectam principalmente aves
(CAVANAGH, 2005). Uma nova espécie de coronavirus que infecta humanos foi identificada
em dezembro de 2019, na China, sendo nomeada inicialmente como 2019-nCoV (ZHU et al.,
2020), e renomeada como SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020), causador da doenca
COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) (WHO, 2020c).

Gatos sdo suscetiveis a infec¢do por coronavirus, sendo o Coronavirus felino (CoVF)
capaz de causar infeccBes assintomaticas ou quadros entéricos que geralmente sdo
autolimitantes. Ocasionalmente, essa espécie de virus pode sofrer mutagcbes e induzir no
hospedeiro uma vasculite imunomediada potencialmente fatal denominada Peritonite
Infecciosa Felina (PIF) (ADDIE, 2012). Apesar dos humanos ndo poderem ser infectados pelo
CoVF e PIF (ADDIE, 2012), os gatos parecem ser sensiveis a infeccdo laboratorial
(GAUDREAULT et al.,, 2020; SHI et al., 2020) e natural pelo SARS-CoV-2, mas
aparentemente ndo sdo propicios a desenvolver sinais clinicos graves, e possivelmente nédo
apresentam a capacidade de transmitir a infeccdo a humanos (CSISZAR et al., 2020;
GAUDREAULT et al., 2020). O surgimento de novas espécies virais gera preocupac¢des quanto
ao potencial zoondtico, e como animais, principalmente os domésticos, podem atuar na
propagacédo da doenca (GAUDREAULT et al., 2020).

O SARS-CoV-2 infectou milhdes de pessoas em todo mundo (WHO, 2020a), causando
desde quadros assintomaticos, a distdrbios respiratorios graves que podem evoluir para a morte
(HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020). O Brasil foi o primeiro pais da América Latina a
notificar um caso de COVID-19, em 26 de fevereiro de 2020 (BURKI, 2020), e milhares de

pessoas morreram até a presente data (BRASIL, 2021).
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Acdes preventivas como protecdo dos profissionais de salde com equipamentos de
protecdo individual, identificacdo répida de pacientes sintométicos e seu isolamento, bem como
a identificacdo dos contatos proximos de casos positivos e realizacdo de quarentena, auxiliaram
na reducdo da transmissao em paises como a China (MARSON; ORTEGA, 2020), porém,
varias localidades tém adotado medidas de confinamento mais rigorosas na tentativa de
interromper o ciclo de transmissdo viral (LAU et al., 2020). Medidas de isolamento social
variaram no Gltimo ano no Brasil, e entre suas unidades federativas, o que refletiu na variacdo
no numero de casos ao longo do tempo. As taxas de incidéncia e mortalidade aparentam ser
mais pronunciadas em localidades com maior desigualdade econdmica (DEMENECH et al.,
2020), e o isolamento domiciliar tende a agravar essa situagdo (ROSARIO et al., 2021).

Evacuac0es de cidades, crise econémica e 0 medo da transmissao zoondtica levou ao
abandono de animais em varias localidades do mundo frente a pandemia do COVID-19 (KIM,
2020; VEIGA, 2020). No Brasil, além de abandonos, a adocéo de animais aumentou, refletindo
a necessidade de companhia nesse periodo em que muitas pessoas tém se sentido solitarias
(PEDUZZI, 2020).

Ao longo dos anos, os gatos vém ganhando espaco nos lares domésticos, provavelmente
pela fécil adaptabilidade desta espécie ao estilo de vida moderno e pela verticalizacdo das
cidades, onde as moradias estdo cada vez menores (MAGNABOSCO, 2006). No entanto, o
periodo de quarentena pode gerar prejuizos aos gatos, uma vez que as caracteristicas ambientais
fisicas, sensoriais e sociais podem ser afetadas pelos novos comportamentos ou adaptacdes que
seus tutores e outros moradores da residéncia necessitem adotar frente ao quadro atual
(BOWEN et al., 2020).

Aparentemente, os tutores aprendem a perceber diferencas comportamentais em seus
gatos, e para evitar ou a0 menos minimizar prejuizos, o tutor de gato deveria conhecer o
comportamento natural de seu animal, e desta forma, poderia controlar melhor o ambiente, e
assim evitar que situacdes estressoras se prolonguem ou ocorram de forma repetida (ELVERS;
LAWRIW; CHAMBERS, 2020).

2.2 DOMESTICACAO E COMPORTAMENTO NATURAL DO GATO

Especula-se que o inicio do processo de domesticacdo do gato tenha ocorrido na regido
do Oriente Préximo a partir de seu ancestral, o gato selvagem africano (Felis silvestres lybica)
(DRISCOLL et al., 2007). Em sua publicacdo, Bradshaw (2018) descreve que exemplares

selvagens teriam se aproximado das fazendas para predar roedores, porém, apenas aqueles gatos
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que apresentavam o comportamento certo para se manter proximo ao homem, deram origem ao
gato doméstico de hoje.

Achados em Chipre de uma ossada de gato enterrada ao lado de um esqueleto humano
junto a oferendas, apontam que 0s gatos se encontravam na ilha ha mais de 9000 anos atras,
possivelmente fruto da introdugdo humana e naquela época apresentavam ligagdes importantes
e intencionais com estes (VIGNE et al., 2004). No Antigo Egito, com o aumento da oferta de
alimentos para os gatos nas aldeias, esses foram usados ndo apenas para controle de pragas,
mas tambeém para caca. Varios registros historicos apontam que os gatos eram muito populares
entre os egipcios, sendo cuidados dentro de templos, e estabelecendo com os humanos lagos
afetivos (BALDWIN, 1975).

O processo de domesticacdo do gato foi retardado na Europa durante a ldade Média,
pois instituicBes religiosas os consideravam demoniacos, no entanto, com a disseminacdo da
Peste Negra que produziu a morte de milhares de europeus, 0s gatos voltaram a ter lugar nos
lares e, atualmente s&o muito populares em todo o mundo (BREEDLOVE; IGUNMA, 2020).

Apesar de considerados animais solitarios, os gatos sdo gregarios facultativos, ou seja,
sdo animais que podem formar grupos sociais, mas s6 os formardo se houver recursos
suficientes para todos do grupo. Os membros do grupo sao amigaveis entre si, ou pelo menos
tolerantes, e quando na natureza, utilizam comunicagéo corporal para minimizar a ocorréncia
de conflitos (RODAN; HEATH, 2016). Uma estratégia para amedrontar outros gatos, bem
como outros animais € o ericamento do pelo e a envergadura da coluna para parecer maior.
Rosnados, chicoteios com a cauda, retracdo das orelhas, dilatacdo das pupilas e movimentos
com as patas dianteiras também s&o utilizados para afastar ameacas (RODAN; HEATH, 2016).
No entanto, a partir do momento que sdo introduzidos numa casa, 0s gatos daquele ambiente
ndo tém a opc¢do de escolha sobre quantos outros gatos socializardo o espaco, hem como oS
recursos serdo distribuidos entre eles, e esta situacdo pode gerar graves conflitos (RODAN;
HEATH, 2016).

Os gatos também podem demonstrar comportamentos afiliativos como forma de se
aproximar de outros gatos, ou até mesmo de outros animais e humanos. Estes comportamentos
envolvem a alimentacdo conjunta, contato préximo, cuidado matuo e esfregacdo (RODAN;
HEATH, 2016). Por meio de alguns destes comportamentos, os gatos depositam marcas de
cheiro pelo ambiente, uma vez que possuem glandulas produtoras de odor em varios locais do
corpo (ex.: bochechas, queixo, entre os dedos, etc.) (BRADSHAW, 2018). Por isso, o olfato é
um sentido muito utilizado pelos gatos para comunicagdo, sendo cerca de mil vezes mais

sensivel que o do homem, sendo importante na espécie para a introducdo de novos membros
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em um grupo, pois um gato tende a aceitar melhor um outro gato que apresente um odor
previamente conhecido, do que aquele totalmente desconhecido. Em contrapartida, um gato que
venha a perder seu cheiro caracteristico (p. ex.: banho, visita ao veterinario) pode ser rejeitado
pelos demais, mesmo pertencendo ao grupo ha muito tempo. Além disso, é por meio do olfato
que os gatos retnem informacdes sobre 0 ambiente (BRADSHAW, 2018). Além das narinas,
0s gatos utilizam o 6rgdo vomeronasal (localizado entre o palato duro e o nariz) para captar
cheiros e sabores dispersos em liquidos (BRADSHAW, 2018). Pelo fato das pessoas nédo
conseguirem experimentar a mesma experiéncia bioquimica por meio do olfato como 0s gatos,
ha dificuldade de imaginar e identificar muitos distdrbios comportamentais na espécie que
podem ter origem do ambiente olfativo (BRADSHAW, 2018).

A arranhadura de superficies também € uma importante forma de comunicacao, por
meio da qual, os gatos depositam os feroménios produzidos por glandulas localizadas nas patas
e criam uma mensagem visual no local. Além de afiar as garras e remover restos de unhas, tem
como intuito exercitar a musculatura dos membros torécicos e alongar a coluna (DEPORTER,;
ELZERMAN, 2019). Esse é um comportamento natural do gato, muito embora seja visto como
algo problematico pela maioria dos tutores (BRADSHAW, 2018).

Grande parte dos disturbios comportamentais desenvolvidos pelo gato parece ser
resultado do impedimento do gato exibir seu comportamento natural ou atingir seu equilibrio
emocional (BRADSHAW, 2018). Desta forma, o desenvolvimento de medidas educativas junto
aos tutores, podem ajudar a prevenir comportamentos problematicos, ou que medidas extremas,
como abandonos, ndo acontecam frente & comportamentos normais dos gatos (OVERALL et
al., 2005) como a predacdo, que foi considerado um habito inaceitavel e causa de devolugdo de
gatos na Australia (ALBERTHSEN et al., 2016).

2.3 O PAPEL DO ESTRESSE NO DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS NO GATO

O temperamento de um gato sera definido com base em sua composi¢do genética e
experiéncias passadas. Estes fatores junto ao ambiente em que o gato vive influenciard na sua
resposta ao estresse (AMAT; CAMPS; MANTECA, 2016). Um ambiente desfavoravel pode
gerar, mesmo em gatos saudaveis, comportamentos inespecificos que denotam doenca, ainda
que o agente estressor seja mantido por curto tempo (STELLA; CRONEY; BUFFINGTON,
2013).

O estresse gerado em gatos admitidos em um abrigo pareceu predispor a perda de peso

e poderia facilitar o desenvolvimento de infec¢des no trato respiratorio superior desses animais,
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principalmente em situacdes de altos escores de estresse (TANAKA et al., 2012). Desta forma,
mudangas ambientais, ambientes com recursos insuficientes, conflito entre gatos e pouca
interacdo entre humanos e gatos (AMAT; CAMPS; MANTECA, 2016), movimentos bruscos,
cheiros e/ou sons diferentes e a presenca de animais e/ou pessoas estranhas podem funcionar
como agentes estressores para os gatos (STELLA; LORD; BUFFINGTON, 2011).

O estresse pode fazer com que o gato fique mais tempo escondido, reduza seu nivel de
atividades e de brincadeiras, demonstre menos comportamentos afiliativos, ou dispenda menos
tempo em sua propria higiene. Além disso, o estresse pode gerar disturbios alimentares como
anorexia, polifagia ou alotriofagia (AMAT; CAMPS; MANTECA, 2016) e diminuir a
expectativa de vida do gato (RODAN; HEATH, 2016).

O tamanho do ambiente pode influenciar no nivel de atividade do gato, e a densidade
de animais no ambiente influencia na adaptacdo do gato ao ambiente, e consequentemente no
nivel de estresse (KESSLER; TURNER, 1999). Estresse cronico pode ocorrer em ambientes
com grandes densidades, e isso gerar ndo sé distirbios comportamentais, mas também fisicos
(RODAN; HEATH, 2016). Além disso, gatos mantidos sem acesso a rua, aparentam maior
probabilidade de desenvolver problemas comportamentais, do que aqueles com acesso ao ar
livre (AMAT et al., 2009).

Disturbios comportamentais foram responsaveis por 4% dos abandonos de gatos na
Australia entre os anos de 2006 e 2010 (ALBERTHSEN et al., 2016), 7% no Reino Unido no
ano de 2001 (CASEY et al., 2009), 19% nos Estados Unidos (SALMAN et al., 2000) e 24% na
Dinamarca (JENSEN; SANDGE; NIELSEN, 2020). Além do abandono, distdrbios
comportamentais predispde tutores a optar pela eutanasia de seus animais, mesmo que estes
sejam saudaveis e sociaveis (ALBERTHSEN et al., 2016).

Em um estudo desenvolvido entre os anos de 2008-2014, no Brasil, a agressao foi a
gueixa comportamental mais relatada, sendo a agressdo entre gatos a condi¢cdo mais comum
(31%), e em uma propor¢do menor, a agressao contra pessoas (13,5%) (RAMOS et al., 2019).

Medo, ansiedade, disputas por territério, eventos traumaticos, introdugdo de um novo
gato ou mudangas sociais sdo causas que deflagram a agressdo entre gatos, enquanto o
comportamento agressivo contra humanos pode ser aprendido durante brincadeiras quando 0s
gatos ainda sdo jovens, e caso ndo seja manejado adequadamente, se perpetuar durante a vida
adulta, e resultar em acidentes graves ou até transmissdo de doencas, e com isso levar ao
abandono desses animais (NORSWORTHY, 2018).

Além disso, os gatos podem apresentar bons relacionamentos com adultos, e interacoes

menos afetuosas com criangas como relatado por Hart et al. (2018). Uma forma de melhorar o
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relacionamento entre ambos, seria a habituacdo de gatos quando ainda filhotes a criangas com
comportamentos amigaveis (HART et al., 2018).

Outra condicdo comum que Ramos et al. (2019) identificaram como motivo para um
tutor de gato procurar auxilio de um comportamentalista € a eliminacdo inadequada. Urinar fora
da caixa (18,7%), demarcar territdrio (6,5%) e defecar em locais ndo apropriados (1,3%) foram
as condigdes apontadas. A eliminacdo inadequada de urina é um comportamento problematico
comum em gatos e foi causa de abandonos na Australia (ALBERTHSEN et al., 2016). A cistite
intersticial felina é a principal doenca que provoca periuria nesta espécie, e agentes estressores,
mudangas no manejo ou na rotina do gato séo os principais fatores que desencadeiam o primeiro
evento ou favorecem recorréncias (DANTAS, 2018).

A demarcacdo de territério difere da eliminacdo inadequada de urina com base na forma
como sdo executados. O ato de demarcar envolve a eliminacdo de pequenas quantidades de
urina em superficies verticais ou locais horizontais importantes da residéncia, com o intuito de
comunicacgdo e evidenciar a presenca do marcador na casa. O gato geralmente esta de pé e com
a cauda erguida (CARNEY et al., 2014; NEILSON, 2004). Em contrapartida, na eliminagédo
inadequada, 0 gato deposita sua urina ou mesmo fezes em superficies horizontais com uma
postura agachada, com o intuito de esvaziamento da bexiga e/ou intestinos, porém, em locais
intencionalmente diferentes da caixa de areia (NEILSON, 2004) ou anteriormente aprendido
(DANTAS, 2018).

Aversdo a caixa de areia pode ser desenvolvida devido a sua limpeza, localizagéo,
tamanho e tipo de substrato, e podem incitar um gato a eliminar em locais inadequados
(CARNEY et al., 2014; NEILSON, 2004). No entanto, condicdes infecciosas, inflamatorias e
metabolicas, ou que aumentem a urgéncia, frequéncia ou provoque dor ao urinar ou defecar
podem contribuir para eliminac6es inadequadas, e devem ser consideradas antes do diagndstico
de uma alteracdo de origem comportamental (CARNEY et al., 2014; DANTAS, 2018;
NEILSON, 2004).

Condicdes dermatoldgicas também podem ser desencadeadas pelo estresse, e 0s
cuidados excessivos ou inadequados com o pelame, bem como sua arrancadura sdo as principais
manifestacdes. A alopecia psicogénica felina € uma condicdo sobre diagnosticada nesta espécie,
no entanto, causas dermatologicas deflagrando esta alteracdo sdo mais comuns do que causas
comportamentais propriamente ditas (HNILICA, 2011). Ramos et al. (2019) apontaram que
8,4% dos gatos atendidos com queixas comportamentais apresentavam cuidados excessivos

com o pelame.
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Privar os gatos do comportamento de arranhadura pode resultar na destruigédo de itens
domesticos, e a punicdo do gato pode diminuir o bem-estar e aumentar seu estresse
(DEPORTER; ELZERMAN, 2019), e ser motivo para uma consulta com comportamentalista
(RAMOS et al., 2019). Em paises onde a onicectomia em gatos, ainda é realizada na tentativa
de correcdo deste comportamento indesejado, tem como consequéncias dor crbénica, que pode
colaborar no desenvolvimento de outros disturbios comportamentais como aversdo a caixa e
aumento do comportamento de morder (MARTELL-MORAN; SOLANO; TOWNSEND,
2018), além do sentimento de inseguranca do gato pela perda de um mecanismo de defesa
(BRADSHAW, 2018).

A ingestéo de objetos sem valor nutricional ou alotriofagia foi relacionada a problemas
comportamentais em 4,3% dos gatos de um estudo dos Estados Unidos, sendo este distarbio
mais frequente em gatos jovens, e nos 2 meses seguintes a ado¢cdo (BAMBERGER; HOUPT,
2006), e representou 8,4% dos casos atendidos por especialistas em comportamento felino no
Brasil (RAMOS et al., 2019).

Os casos atendidos por especialistas em comportamento provavelmente refletem
aqueles mais desafiadores e/ou apresentam grande impacto na familia do tutor, fazendo com
que estes procurem ajuda especializada (RAMOS et al., 2019).

Em todos estes contextos, condi¢cfes médicas devem ser investigadas, uma vez que elas
podem incitar ou contribuir para respostas agressivas, por gerarem dor ou aumentarem a
irritabilidade (NORSWORTHY, 2018), e em alguns casos, mesmo ap0s o tratamento do
problema médico que desencadeou determinada condicdo, ela pode ser mantida por razdes
comportamentais (NEILSON, 2004). Desta forma, uma melhor compreensdo de todos estes
aspectos, pode ajudar a melhorar o bem-estar do gato, e com isso melhorar as rela¢cdes humano-
gato (PONGRACZ; SZAPU, 2018).

2.4 RELACOES INTERESPECIFICAS ENTRE GATOS DOMESTICOS E HUMANOS

As modifica¢Bes impostas pela pandemia da COVID-19 a rotina de milhdes de pessoas
tém gerado efeitos na saude mental de muitos individuos, sendo notado o aumento no
compartilhamento de emocdes negativas em midias sociais, refletindo principalmente a
preocupacdo dos usuarios com saude e familia (LI et al., 2020).

Diminuicdo da qualidade do sono, aumento no indice de massa corporea (BARREA et
al., 2020), possivelmente pelo aumento no comportamento alimentar (45%) e diminuigéo de

atividades fisicas (56%), além do aumento no consumo de bebidas alcoolicas (32%) foram
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comportamentos identificados durante a quarentena (TURNA et al.,, 2021). Pacientes
psiquiatricos também tém sido afetados com as medidas de isolamento, tendo seu quadro clinico
agravado durante a quarentena (HAO et al., 2020). Feter et al. (2021) relataram aumento nos
sintomas moderados e graves de depressao e ansiedade em pacientes brasileiros.

Straede e Gates (1993) investigaram a relacdo entre a posse de animais de estimacao e
a saude psicologica, e alguns resultados sugeriram que tutores de gatos podem possuir uma
melhor saide mental e bem-estar. Além disso, os gatos funcionariam como suporte emocional
e substitutos humanos, principalmente em casas com numero reduzido de pessoas, porém,
menores momentos de interacdo humano-gato, podem gerar relagfes de qualidade inferior e,
com isso ocorrer a diminui¢do do apego entre tutor e gato (STAMMBACH; TURNER, 1999).

Neste contexto, as relagcdes interespecificas entre 0 homem e animais de companhia
pode desempenhar um papel social, servindo como apoio emocional neste momento que
milhares de pessoas tém experimentado sentimento de inseguranca ocasionado pela pandemia
da COVID-19 (BOWEN et al., 2020). A redugdo nos vinculos sociais e 0 maior tempo de
permanéncia nas residéncias durante a pandemia foi associado a tristeza e ansiedade (BARROS
et al., 2020), o que tem permitido o aumento dos vinculos afetivos dos humanos com seus cées
e gatos, 0 que aparenta ndo substituir o desejo de contato social (SHOESMITH et al., 2021).

Tutores de gatos apontaram diferentes beneficios na posse de um gato, como:
companhia, aconchego, relaxamento, alegria e amizade (KIENZLE; BERGLER, 2006). Além
disso, alguns tutores acreditam que seus gatos possuem comportamentos empaticos, e
interacdes lidicas melhoram a relagdo entre estes (PONGRACZ; SZAPU, 2018). Tutores de
cdes, durante os primeiros meses da pandemia da COVID-19, relataram que seus animais
auxiliaram na reducdo da angustia e do estresse gerado, servindo como distracdo, diminuindo
os sentimentos de soliddo e isolamento, bem como melhorando a salide mental dos tutores
(BUSSOLARI et al., 2021). Estudos com tutores de gatos ainda ndo foram publicados até a
redacao deste capitulo.

No entanto, preocupacdes relacionadas a possibilidade de transmissdo do SARS-CoV-
2 a gatos, e o papel incerto desta espécie no ciclo de transmissdo, pode gerar ansiedade em seus
tutores e limitar o contato com seus animais, bem como reduzir os cuidados com a salde destes
(SHOESMITH et al., 2021), ao passo que esta espécie em tempos de ndo pandemia, recebiam
com menos frequéncia cuidados veterinarios (LUE; PANTENBURG; CRAWFORD, 2008;
SILVA et al., 2010).

Outra preocupacdo relacionada ao isolamento social é o retorno das atividades normais

apos a pandemia, uma vez que 0s animais se acostumaram a presenca prolongada de humanos
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nas residéncias, o que pode ocasionar futuramente problemas relacionados a separacdo
(SHOESMITH et al., 2021), o que deve ser objeto para estudos futuros.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Até o momento ndo ha evidéncias de que os gatos apresentam um papel significativo na
disseminacdo do SARS-CoV-2. Sendo assim, o abandono ou a decisdo por eutanasia de gatos
como forma de controle da COVID-19 néo é recomendado.

O conhecimento do tutor de gato que as alteragdes em sua rotina podem gerar disturbios
comportamentais no seu animal, pode aumentar a atencdo e os lagos entre tutor e gato, bem
como permitir sua conscientizacdo em controlar melhor o ambiente, evitando que situactes
estressoras se prolonguem ou ocorram de forma repetida. Além disso, a companhia felina a seus
tutores oferece beneficios cotidianos que pode auxilia-los a enfrentar o periodo de quarentena
ocasionado pela pandemia da COVID-19.
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1 INTRODUCAO

Desde o ano 2016 a coturnicultura brasileira tem obtido crescimento ascendente,
atingindo 16,20% a mais de producdo de ovos em 2019 quando comparado ao periodo de 2016,
consagrando a atividade do pais no mercado mundial e garantindo rentabilidade a diversos
produtores de aves (AVES, 2021; FAO, 2019). Associado a maior intensificagdo da producéo,
ocorre elevado risco de infec¢des por diversos patdgenos como agentes bacterianos e virais, por
exemplo, acarretando grandes prejuizos econémicos (SILVA et al., 2018).

O interesse pela criacdo de codornas tem relagdo com seu répido ciclo produtivo e
lucratividade em menor tempo, quando comparada a outras criacfes. Estima-se que poedeiras
comerciais, iniciam a producédo no 45° dia de vida com duracéo do ciclo em até 40 semanas. As
codornas destinadas ao corte, estdo aptas para o abate em até seis semanas. Estas vantagens,
somadas a precocidade sexual, rusticidade, menor investimento inicial e espaco (VIOLA et al.,
2018), tém feito com que o numero de codornas alojadas e o consumo de ovos tenha
crescimento no pais, além de estudos relacionados a sensibilidade aos microrganismos e
melhoramento genético (BARBIERI et al., 2015; BERTECHINI, 2010; CASAGRANDE et al.,
2014; FREITAS NETO et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013). Para Silva et al. (2018), a
cotunicultura é uma escolha para produtores menores, pois acarreta o retorno do investimento
no segundo ano de producéo de ovos.

O Brasil é um dos mais importantes produtores de ovos de codornas (FAO, 2019), sendo
0 Espirito Santo, o estado com a maior produtividade (IBGE, 2019). A criagdo comercial é
predominante nas terras capixabas, sendo observada treze estabelecimentos produtores e
aproximadamente 10 milhdes de faturamento anual (AVES, 2021). Apesar de existir relatos de
infeccdes naturais causando colibacilose (ARENAS et al., 1999; ISLAM et al., 2016), coriza
infecciosa (WAHYUNI et al., 2018), clostridioses (RADI, 2004), adenovirose (SINGH et al.,
2016), aspergilose (OLSON, 1969) e enfermidades parasitarias (MONTE; CAVALCANTE;
OLIVEIRA, 2018; SHAIKH; NAZ; BIRMANI, 2019; TEIXEIRA; TEIXEIRA-FILHO;
LOPES, 2004). Observa-se na literatura maior densidade de pesquisas experimentais
(BERTRAN et al., 2013; GALIZA et al., 2014; MOHAMED; HAFEZ, 2016; SHARAWI et
al., 2015; SILVA et al., 2016).

Devido ao crescimento expressivo da coturnicultura, bem como o interesse de elucidar
a susceptibilidade das codornas aos microrganismos e agrupar as informacdes encontradas ate

os dias atuais sobre a ocorréncia de doengas nessas aves, este estudo tem por objetivo descrever
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as principais enfermidades bacterianas e virais observadas em codornas, enfocando também

atualidades e perspectivas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DA COTURNICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO

Codornas pertencem a ordem galinaceos, familia Phasianidae e género Coturnix, a qual
se originou na Asia, Europa e norte da Africa. Inicialmente foi criada na China e Coréia, seguida
do Japédo onde houve a realizacdo dos primeiros trabalhos envolvendo cruzamentos entre as
codornas e criacdo racional na primeira década do século vinte. O resultado foi o surgimento
da ave domeéstica denominada Coturnix coturnix japonica, dando inicio a sua exploracédo
comercial (MATOS, 2007; PASTORE; OLIVEIRA; MUNIZ, 2012). Alem da codorna
japonesa, com alta taxa de postura de ovos, tem-se a codorna americana (Colinus virginianus)
e a europeia (Coturnix coturnix coturnix), sendo estas de maior peso corporal com sua producéo
voltada para a carne (MATA, 2018).

A criacgdo tecnificada de codornas iniciou-se no Brasil em 1989, por uma empresa
avicola no sul do pais (SILVA et al., 2012). Essa atividade tem se desenvolvido bastante nos
ultimos anos, devido ao uso de tecnologias atuais e de aplicacdo de recursos de baixo custo, se
tornando um setor cada vez mais explorado entre os produtores (SILVA et al., 2018). Diante
disso, tem-se elevado mundialmente a ingestéo de carne de codorna (SANTOS et al., 2017).

Alguns paises se sobressaem na producdo e no consumo em larga escala de ovos de
codorna como a China, Tailandia, Indonésia e Brasil, sendo o ultimo considerado o quarto
maior produtor (FAO, 2019). Além disso, essas aves também podem ser utilizadas como
modelos de pesquisa e experimentacdo animal em areas como genética, desenvolvimento
embrionério, fisiologia e comportamento animal (MARQUES, 2009).

Conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), em 2019 o
namero de codornas no Brasil foi de 17,4 milhGes e a producdo de ovos foi de 315,6 milhGes
de duzias. A Regido Sudeste se destaca por ser responsavel pela maior producdo de ambos 0s
setores, em especial, por incluir dentro do seu territdrio os principais estados produtores do pais
(Minas Gerais, Espirito Santo e Sao Paulo), perfazendo 63,5% das aves e 67,3% da producédo
de ovos no pais.

Nesse contexto, o Espirito Santo se sobressaiu quanto ao crescimento desses setores ao

atingir uma producéo de 4,5 milhGes de ovos e populacdo de 3,8 milhGes de codornas,
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ultrapassando a média de Sao Paulo, demonstrando aumento de 10,0% e 14,9%,
respectivamente. Neste caso, mais precisamente, a cidade de Santa Maria de Jetiba é a grande

influenciadora do crescimento desse segmento na regido (IBGE, 2019).

2.2 ENFERMIDADES BACTERIANAS

Antes de abordar as doencas bacterianas € importante comentar sobre o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), instituido pela Portaria n® 193 de 19 de Setembro de
1994, que apresenta varias funcgdes, e entre elas, a principal € a gestdo de enfermidades em aves.
Neste documento, € descrito algumas doencas bacterianas em aves de notificagdo, como por
exemplo micoplasmoses, salmonelose e clamidiose, que requerem notificacdo de qualquer caso
confirmado (BRASIL, 1994). Ainda, alguns estados acrescentam outras enfermidades no
controle oficial, sendo que o Espirito Santo realiza a vigilancia da Laringotraqueite Infecciosa
Aviéria por meio do Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal (IDAF) (IDAFES, 2021).

Entretanto, ndo existe ainda um programa nacional voltado para a sanidade de codornas
de maneira especifica, e, portanto, as medidas de controle, diagnostico e tratamentos
estabelecidos no PNSA devem ser consideradas para as codornas, com ressalvas as

caracteristicas da propria espécie.

2.2.1 Salmonelose

A salmonelose € uma importante zoonose mundialmente distribuida, causada por
bactérias do género Salmonella, que nas aves podem levar aos casos de tifo, paratifo e pulorose
(BARROS; LIMA; STELLA, 2020). Apesar de ocorrer em codornas e ser extremamente
relevante no que diz respeito as zoonoses, existem poucos trabalhos sobre o paratifo aviario
nessa especie. S&o varios sorovares de Salmonella e em sua maioria, ndo fermentam lactose,
sdo moveis, flageladas e com formato de bastonetes curtos (1 a 2 pm) (FORSYTHE, 2013; MS,
2011; QUINN et al., 2007). Porém, dois biovares de grande importancia no que diz respeito a
salde aviéria de maneira geral, e também para codornas, sdo excegdes nesse quesito (flagelo),
S. Gallinarum e S. Pullorum (FORSYTHE, 2013; MS, 2011).

No mundo todo, a espécie de maior importancia na veterinaria de um modo geral é S.
enterica. No Brasil, um estudo trabalhou com os principais sorotipos de salmonelas em aves,
utilizando apenas 18 codornas (0,84% do total de aves), sendo, portanto, dificil generalizar

esses resultados para a cunicultura nacional como um todo. Neste trabalho, os sorotipos
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Gallinarum, Pullorum, Typhimurium, Heidelberg, Enteritidis e Infantis foram os mais
frequentemente isolados (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997). Enquanto, um estudo mais
recente no estado de S&o Paulo identificou S. enterica subespécie enterica; S. Corvalis; S. Give;
S. Lexington; S. Minnesota; S. Schwarzengrund; S. Rissen; e S. Typhimurium de amostras de
meconio de filhotinhos de codornas com um dia de idade (FREITAS NETO et al., 2013).

A infecgdo acontece principalmente por via oral, atraves da ingestdo, mas também
podem ocorrer através da mucosa do trato respiratorio superior e conjuntiva. A transmissao
pode ser vertical, mas normalmente ocorre de maneira horizontal, dependendo do sorovar,
sendo as aves silvestres uma importante fonte de transmiss&o, bem como a via transovariana. E
valido ressaltar que os microrganismos podem estar presentes na carcaga e nos ovos e ainda, é
necessario destacar que a contaminacdo ambiental ocorre sempre pelas fezes de individuos
infectados (QUINN et al., 2007).

Os sinais clinicos do tifo aviario sdo semelhantes ao visto nas galinhas, porém, existem
trabalhos que buscaram detalhar esses sinais clinicos em codornas japonesas no Brasil e para
isso, inocularam experimentalmente S. Gallinarum em fémeas com 23 semanas de idade. Os
sinais clinicos comecaram a surgir no quarto dia ap0s a inoculacdo, sendo que foram
semelhantes aos de galinhas, como apatia, prostracdo, ericamento de penas e diarreia. No
entanto, outros sinais clinicos também foram relatados nas codornas, como canto dos olhos
fechados e relutancia em se locomover, mesmo quando estimuladas (SILVA et al., 2016).

Macroscopicamente, foram observadas na infec¢do experimental de S. Gallinarum em
codornas japonesas hepatomegalia, esplenomegalia e hemorragia em baco (6rgdo mais
afetado); atrofia de foliculos ovarianos; e hemorragia ovariana (SILVA et al., 2016).

Em relacdo ao tratamento, os antibidticos eram utilizados como aditivo em racdes
buscando a profilaxia, porém essa pratica nos dias atuais € controversa. 1sso porque essa medida
exerce uma pressao seletiva, que pode acarretar em resisténcia bacteriana em longo prazo
(GRANT; HASHEM; PARVEEN, 2016). Um trabalho isolou cepas de Salmonella com
resisténcia a multiplas drogas em codornas (HELM et al., 1999), o que demonstra um risco
perante tratamento profilatico. Igualmente, a vacinagao e o uso de antibioticos, como tratamento
apos a infeccdo instalada, também sdo debatidos. Assim, essas medidas dificultam o controle
dos individuos infectados (SWAYNE et al., 2013).
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2.2.2 Clamidiose

A clamidiose em codornas é uma doenca pouco relatada e causada pelo género
Chlamydia que séo bactérias Gram negativas (SWAYNE et al., 2013).

Em relagdo ao quadro clinico, foram encontrados poucos trabalhos que detalharam a
doenca em codornas. Mas, em um estudo experimental que inoculou vérias cepas de Chlamydia
pisittaci em codornas de 12 dias, foi observado que no segundo dia apds a infeccdo, a cepa da
pneumonia dos bezerros e a da pneumonia dos porcos, gerou quadro clinico da enfermidade.
Os sinais observados foram angustia respiratoria, diarreia, embotamento e penas erigadas. A
diarreia foi acompanhada por grande quantidade de muco até o quinto dia, periodo em que a
diarreia comecou a abrandar. Outras cepas como a de abortamento em cabras, aborto de ovelha
e enterite infantil também apresentaram diarreia como sinal clinico, mas o quadro foi brando.
E por fim a cepa da conjuntivite de bezerros ndo causou sinal clinico nas codornas nesse estudo
(BATTA et al., 1999).

Nesse mesmo estudo, as alteragdes macroscopicas ocorreram principalmente em trato
respiratorio, observando aerossaculite e congestdo pulmonar associada a areas focais de
coloragdo branco acinzentada e consolidagdo nodular em alguns casos, e nos intestinos,
caracterizada por enterite, mas apenas quando a infeccao foi causada pela cepa da pneumonia
dos bezerros ou pneumonia dos porcos (BATTA et al., 1999). As alteracdes sofrem variacdes
conforme a espécie da ave e consequentemente a espécie de Chlamydia spp. que estara
infectando o individuo (SWAYNE et al., 2013), que no caso das codornas, C. pisittaci é a
principal representante (BATTA et al., 1999). As alteraces microscépicas em codornas foram:
congestdo acentuada e infiltrado de células mononucleares em lamina prépria dos brénquios
apos dois dias de inoculacdo. No entanto, entre os dias cinco e sete pds inoculacéo, a intensidade
da infecgdo se agravou, e nestes animais encontrou-se hiperplasia do epitélio bronquiolar. No
dia dez, a amplitude das alterac6es patoldgicas havia diminuido, demonstrando congestdo em
todo o pulmao e presenca de células mononucleares ao redor do brénquio (BATTA etal., 1999).

Um aspecto importante é que existem cepas mais patogénicas e que aparecem de forma
fulminante, levando rapidamente a morte. Essas cepas de C. pisittaci altamente patogénicas,
muitas vezes, aparecem em casos de estresse e erros de manejo (BATTA etal., 1999; SWAYNE
etal., 2013).

O isolamento desse patdégeno em culturas € dificil, sendo o diagndstico de elei¢do a
reacdo de cadeia em polimerase (PCR) (GERLACH, 1994).
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O tratamento pode ser realizado com antibidticos como eritromicina, ceftriaxona,
ampicilina, tetraciclinas e doxiciclina, sendo que o tempo de tratamento é longo (45 dias) e 0
monitoramento do animal deve ser continuo. No entanto, o tratamento tem custo elevado e pode
trazer ainda mais prejuizos por conta dos Obitos, dessa maneira a prevencdo é a melhor medida
a ser empregada (GERLACH, 1994).

2.2.3 Pasteurelose

A pasteurelose em aves é causada principalmente pela bactéria Pasteurella multocida,
que se apresenta principalmente como bacilo, mas por vezes, cocobacilos. E Gram negativa,
imovel e ndo tem capacidade de formar esporos (QUINN et al., 2007; SWAYNE et al., 2013).
A bactéria é anaerdbica facultativa, oxidase positiva e frequentemente catalase positiva, sendo
comensal das mucosas do trato respiratorio superior de diversas espécies animais (QUINN et
al., 2007) como as codornas (GOTO et al., 2001; ODUGBO et al., 2004).

P. multocida muitas vezes causa a infecgdo em animais imunocomprometidos, podendo
infectar as codornas, especialmente pela faringe e vias aéreas superiores, mas também pela
conjuntiva e feridas cutaneas. Ndo foram encontrados estudos sobre a susceptibilidade das
codornas em relacdo a doenca, portanto, sabe-se que sdo passiveis de infeccdo e que essas
ocorreram previamente, mas ndo se sabe as alteracGes ocasionadas nessa espécie de ave
(SWAYNE et al., 2013).

A viruléncia esta ligada a vérios fatores que envolvem a adesdo na mucosa, as fimbrias
e a fuga a fagocitose, que por sua vez esta relacionada com a capsula (QUINN et al., 2007;
SWAYNE et al., 2013). Outros fatores importantes sdo as toxinas proteicas e as endotoxinas
gue podem ser responsaveis pelo estabelecimento do choque e consequentemente, a morte
(QUINN et al., 2007; SWAYNE et al., 2013).

Especificamente em codornas japonesas, o relato de caso de infecgdo natural em um
criatorio, demonstrou que 0s sinais aparecem de forma aguda e disseminam-se rapidamente
entre as codornas. As alteracGes incluiram depresséo severa, inapeténcia, ericamento de penas,
prostracdo, desidratagdo rapida e morte em poucas horas (GLISSON et al., 1989). Outro
trabalho, também de infecgéo natural em codornas japonesas, corroborou com o estudo anterior,
demonstrando que a doenga ocorre na maioria dos casos em carater hiperagudo ou agudo, sendo
muitas vezes 0s animais encontrados mortos (ODUGBO et al., 2004).

No que concerne as alteracfes macroscopicas, a maioria dos animais ndo possuiam leséo

aparente, o que pode ser associado a velocidade de avango do quadro clinico. Nos poucos
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animais em que foram observadas lesdes, foi relatado pequenas areas palidas multifocais em
figado e bago. Além disso, alguns animais apresentaram pulm&o com colora¢do mais escura
(GLISSON et al., 1989), congestdo generalizada, hepatomegalia, areas multifocais de necrose
em figado e pulméo, petéquias e equimoses no epicardio e fluido em pericardio e periténio
(ODUGBO et al., 2004).

As alteragdes microscdpicas foram consistentes com septicemia como areas multifocais
de deposicdo de fibrina e regides de necrose com infiltrado heterofilico em bago, necrose
multifocal variando entre coagulativa e fibrinoide em figado, pneumonia intersticial (GLISSON
et al., 1989), necrose de hepatdcitos e bacteremia no coracdo, sangue, figado, baco e rim
(ODUGBO et al., 2004).

O diagndstico pode ser feito por inoculacdo de amostra suspeita em ratos, técnicas
moleculares, ou, menos comumente, pelo isolamento da bactéria em cultura (RODRIGUES,
2011). Com relacédo ao tratamento, muitas vezes, 0s animais vém a obito antes de ser possivel
identificar a doenca, portanto, é dificil empregar tratamento em casos agudos. Nos casos mais
crénicos € possivel tratar utilizando antibidticos como sulfa, tetraciclina, eritromicina,
estreptomicina e penicilina. A prevencdo utilizando medidas de boas praticas de manejo e
biosseguridade é essencial (RODRIGUES, 2011).

2.2.4 Outras doencas bacterianas

Este topico tem por objetivo apresentar doencas bacterianas que sdo citadas a ocorréncia
em codornas, mas devido a pouca quantidade de estudos e de informacdo da doenca para a
espécie, serdo abordadas de maneira pontual.

Uma dessas doencas que podem ocorrer em codorna, mas nao é relatada com frequéncia,
é a estreptococose (ALAMEEN, 2017), que é uma doenca causada por bactérias do género
Streptococcus, que sdo Gram-negativas e com formato cocoide. Esta bactéria pode aparecer
isolada, em pares ou em cadeias curtas, sendo ndo formadora de esporo, anaerébica facultativa
e imovel. Em aves, diversas espécies podem ser patogénicas e causar enfermidades, entre elas
destacam-se por relatos de isolamento associado a doenga em aves: S. zooepidemicus, S. bovis,
S. dysgalactiae, S. multans, S. pleomorphus. Para que aconteca a infec¢cdo, as aves precisam
passar por algum processo que leve ao comprometimento do sistema imune, como outra doenga
concomitante, e na maioria dos casos, alguma solucdo de continuidade, como feridas, umbigo
aberto e perda da integridade da mucosa intestinal (SWAYNE et al., 2013).
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Outra doenga importante, que acomete codornas (ALAMEEN, 2017) e todas as espécies
de aves é a estafilococose. Essa doenca é causada por diversas espécies, sendo S. aureus a mais
importante. No geral, as espécies de bactérias que causam a estafilococose em aves sdo de
formato cocoide e Gram-positivos (SWAYNE et al., 2013). Essas bactérias também tém
importancia para saude publica, visto que, muitas vezes sdo isoladas em ovos (PARI, 2017) e
carcacas de codornas (FERNANDES et al., 2009).

A campilobacteriose, por sua vez, € uma doenca emergente de grande importancia para
a saude publica, sendo considerada uma das gastroenterites bacterianas de origem alimentar
mais notificadas nos paises desenvolvidos. Em aves a campilobateriose pode se manifestar
como uma doenga clinica que gera lesGes principalmente em figado e intestinos e na maior parte
dos casos clinicos, apresenta diarreia (SWAYNE et al., 2013). As codornas fazem parte das
aves suscetiveis a doenca (WAGENAAR; MEVIUS; HAVELAAR, 2006). Um estudo
encontrou que 100% das espécies isoladas nas codornas, eram C. jejuni e que estas aves,
possuiam resisténcia frente a alguns antibidticos, com destaque para a ampicilina (MIRZAIE et
al., 2011).

A colibacilose é outra doenca importante que acontece em aves, inclusive em codornas.
Causada pela Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, apresenta-se
normalmente mével, com flagelos peritriquios, e por vezes, com fimbrias. Existem diversos
patotipos que sdo associados a colibacilose e em aves é comum a APEC (E. coli patogénica
para aves). Cabe ressaltar ainda que essas bactérias sdo bacilos ndo formadores de esporos
(SWAYNE et al., 2013) e que vem ganhando destaque como importante patdgeno zoonético
de transmissdo alimentar, sendo responsavel pela sindrome da colite hemolitico-urémica
hemorragica (QUINN et al., 2007). E. coli causa lesdo principalmente no trato respiratorio
(SWAYNE et al., 2013) e em codornas foi relacionada ocasionando infec¢éo de saco vitelinico,
aerossaculite, peritonite, onfalite, celulite, coligranuloma e enterite (DHO-MOULIN, 1999).

Na Espanha, um surto de colibacilose pela cepa E. coli O165 em codornas resultou em
90% de mortalidade. Os animais apresentaram depressdo severa entre 0 quarto e sétimo dia,
sem demonstrar outros sinais clinicos significativos. Na necropsia obtiveram poucos achados,
todos os animais apresentaram congestdo generalizada, com alguns apresentando ligeira
esplenomegalia e espessamento da mucosa intestinal (ARENAS et al., 1999).

Em Bangladesh, um estudo avaliou as doencas mais prevalentes em codornas japonesas,
e a colibacilose foi a mais presente dentre as doencas bacterianas com 15,34% de taxa de
prevaléncia. Os sinais clinicos apresentados pelas aves foram letargia, desidratacdo, depresséo

e diminuicdo do ganho de peso. As lesdes observadas durante o exame necroscopico englobam
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espessamento dos sacos aéreos, exsudagdo caseosa nas superficies respiratorias e congestdo em
figado e baco. As alteragdes microscopicas em pulméo envolveram a presenca de infiltrado
heterofilico, exsudacdo fibrinosa e coloracdo rosea anormal ao redor dos vasos. Enquanto o
figado, em alguns animais apresentava congestdo difusa grave e no geral estavam infiltrados
por heterdfilos, linfocitos, macrofagos, com destaque para essas infiltracGes em areas portais
(ISLAM et al., 2016).

As boas préticas de manejo e medidas de biosseguridade sdo a melhor forma de controle
da colibacilose, e em caso de necessidade de realizacéo de tratamento com antibiotico, os testes
de sensibilidade ao antibiotico sdo uma boa ferramenta para auxilio na escolha do medicamento
(EL-GHANY, 2019).

A coriza infecciosa é uma enfermidade do trato respiratorio superior que também é
relatada em codornas. Essa doenca € causada pela bactéria Avibacterium paragallinarum e os
sinais clinicos incluem rinite, edema ou inchago facial, anorexia e crescimento retardado em
aves jovens, sendo baixa a mortalidade pela doenca, mas grandes os prejuizos (SWAYNE et
al., 2013). Apesar das codornas serem suscetiveis, poucos foram os trabalhos envolvendo a
espécie e a maior parte desses trabalhos encontrados sobre coriza infecciosa em codornas
aborda o isolamento, identificacdo e testes de sensibilidades aos antibioticos (THENMOZHI;
MALMARUGAN, 2013; WAHYUNI et al., 2018).

A clostridiose, que se caracteriza principalmente por enterites ulcerativas, é causada por
bactérias do género Clostridium, sendo varias as espécies patogénicas para codornas. C.
colimun é comum em codornas na Europa, sendo essa espécie mais suscetivel que as demais
aves (COOPER et al., 2013). Um estudo isolou C. perfringes do intestino de codorna Bobwhite
com sinais clinicos de anorexia, diarreia, desidratacdo, perda de peso e morte aguda. Porém,
também foram isolados outros microrganismos, como E. coli, e alguns parasitas, como Eimeria
spp. Nesses animais, foram encontradas ulceracbes e perfuracdes intestinais, peritonite e
hepatite necrosante multifocal (RADI, 2004).

A micoplasmose é uma doenca causada por pequenos procariontes, que medem de 200-
300 nm, ndo possuem parede celular, sdo Gram-negativos e aerobios facultativos (RAZIN;
YOGEV; NAQOT, 1998). Sobre a sobrevivéncia ambiental, sdo sensiveis, sendo suscetiveis a
dessecacgdo, aquecimento, detergentes e desinfetantes (QUINN et al., 2007). As duas principais
especies que infectam aves sao M. gallisepticum e a M. synoviae (SWAYNE et al., 2013).

A fonte de infeccdo mais comum da micoplasmose séo aves doentes ou portadoras,
sendo que a principal porta de entrada é o trato respiratorio. A transmissao vertical € a de maior

importancia, mas também pode ocorrer por via horizontal (NASCIMENTO et al., 2005). Uma
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questdo relevante que se relaciona a patogenicidade, é que na maior parte dos casos a doenca é
cronica e muitas vezes 0s animais sao subclinicos (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998).

Em relacédo as codornas, um estudo buscou isolar espécies causadoras de micoplasmose
de seis espécies de aves diferentes. Nele, foi isolado em codornas e em seus embrides
principalmente M. gallisepticum, mas também M. synoviae, o que foi condizente com o0s
achados clinicos nessas aves, que apresentavam sinais respiratérios, inchago de seios nasais, da
articulacdo do jarrete e das “almofadas” dos pés. Foi realizado rastreamento e detectou-se
contato com um rebanho de galinhas infectadas (BENCINA; DORRER; TADINA, 1987).

O diagnostico da micoplasmose em aves esta fundamentado em territdrio nacional pela
Normativa n® 44 do PNSA. As provas que podem ser utilizadas s&o aglutinacao rapida em placa
(SAR), aglutinacdo lenta em soro (SAL), sendo que as duas podem ser realizadas com soro ou
gemas de ovos embrionados. Além de provas como inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e ELISA.
As provas de aglutinacdo funcionam como triagem, e em casos positivos é realizado HI ou
ELISA para confirmagdo. Porém, o diagnostico conclusivo pelo PNSA ¢é via diagnostico
micoplasmoldgico, que pode ser a realizacdo do isolamento do micoplasma em meio de cultura
ou a técnica da PCR (BRASIL, 2001).

Com relacgdo ao tratamento da micoplasmose, o fato desse agente ndo possuir parede
celular, também impede que alguns antimicrobianos que agiriam nessa estrutura, como a

penicilina, consigam ser eficientes frente a esse microrganismo (SILVA, 2019).

2.3 ENFERMIDADES VIRAIS

2.3.1 Adenovirus

A familia Adenoviridae possui estrutura icosaédrica com uma Unica molécula linear de
DNA de fita dupla. Além disso, é composta por dois géneros, Mastadenovirus e Aviadenovirus,
sendo o segundo o foco do presente estudo. O Adenovirus aviario é frequentemente isolado a
partir de aves saudaveis ou apds doencas respiratorias e geralmente esta presente concatenado
a bronquite em codornas e a hepatite por corpusculos de inclusdo (QUINN et al., 2007).

A infeccdo é extremamente comum em criagdes de aves, sendo a maioria subclinica ou
associada a uma doenca relativamente moderada. Os adenovirus séo moderadamente estaveis
no meio ambiente, no qual podem sobreviver por muitas semanas (QUINN et al., 2007). As
codornas infectam-se com este virus, pela via respiratoria ou oro-fecal das cepas virais presentes
no ambiente (MOHAPATRA et al.,, 2014; QUINN et al., 2007), apresentam quadros de
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disturbios respiratdrios com ruido de suc¢éo e engasgo (SINGH et al., 2016), tamanho reduzido
do ovo e alteragcdo na casca, como amolecimento e fina (MOHAPATRA et al. 2014).

Os achados macroscopicos em codornas positivas para adenovirus aviario incluiram:
muco na traqueia, congestdo pulmonar, saculite aérea caseosa, acimulo de uratos brancos
alcalinos em 6rgdos internos, focos necroticos no figado e esplenomegalia. Quanto aos achados
microscopicos em codornas, tem-se rinite fibrino-heterofilica, bronquite heterofilica, traqueite
aguda e pneumonia intersticial. Os bronquios apresentavam também descamacao e necrose € 0
epitélio brénquico exibiu cariomegalia e corplsculos de inclusdo intranucleares basofilicos
(SINGH et al., 2016).

Além disso, Mohapatra et al. (2014), utilizando-se do virus EDS-76, constatou que este
causou alteracOes histopatologicas em Utero, bago, vagina e ovario em codornas japonesas. O
Utero apresentou congestdo, edema, infiltrado de células mononucleares na mucosa, hiperplasia
focal do epitélio superficial e picnose dos nlcleos das células glandulares. O bacgo continha
congestdo, foliculos rompidos, grandes linfoblastos nos foliculos e cariorrexe de macréfagos
na polpa vermelha. No trato reprodutor foram observados infiltrado de células mononucleares
na submucosa e ha camada muscular, bem como, a formacéo do foliculo linfoide na submucosa.
Enguanto em ovario ocorreu infiltrado de células mononucleares, as quais surgiram ap6s o 6°
dia pds infeccdo, porém entre os dias 15-18 esses foliculos foram distorcidos e colapsados.

O diagndstico de adenovirus aviario pode ser realizado por meio de PCR, método Beta
(soro diluido versus virus constante) e teste de inibicdo de hemaglutinacdo (FABIO; ROSSINI,
2009). Tendo em vista a inexisténcia de tratamentos consolidados para adenovirus em codornas,
indica-se a prevencdo por meio da insercdo de minerais e vitaminas na 4gua do animal com a

finalidade de aumentar a imunidade das codornas (SINGH et al., 2016).

2.3.2 Influenza aviaria

Os virus causadores da influenza aviaria sdo pertencentes a familia ortomixovirus, sdo
esféricos ou pleomorficos, envelopados, sdo RNA linear de fita simples e sentido negativo e
apresentam replicagdo no nucleo celular. As cepas dessa familia sdo diferenciadas de acordo
com as estruturas proteicas pertencentes ao patégeno, sendo as duas principais a hemaglutinina
(H), a qual realiza a ligagédo do virus, bem como, a fusdo do envelope, e a neuraminidase (N),
responsavel pela clivagem dos receptores virais e por possibilitar tanto a entrada do virus no

meio intracelular como a liberagdo dos virions de células infectadas. Além disso, as cepas
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responsaveis pela manifestacdo da influenza aviéria em geral sdo os subtipos que expressam
determinantes H5 e H7 (QUINN et al., 2007).

A influenza aviaria € uma zoonose que nunca foi notificada em territorio brasileiro
apesar da doenca ser difundida pelo mundo. Neste sentido, encontra-se incluida no Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), objetivando, assim, combate eficiente caso ocorram
pontos de foco, a fim de minimizar perdas econdmicas (MAPA, 2021; OIE, 2018).

Embora existam estudos citando a auséncia de sinais clinicos evidentes, ou mesmo
mortes subitas em codornas acometidas pelo virus da influenza aviaria (JEONG et al., 2009),
segundo BERTRAN et al. (2013) essas aves apresentam sinais clinicos inespecificos, tais
como: letargia, anorexia e penas eri¢adas, além disso, nos casos mais graves ocorrem disfuncdes
neuroldgicas, como incoordenacao, torcicolo, andar em circulos, tremores da cabeca, inclinacdo
da cabeca e opistotono. As codornizes europeias infectadas experimentalmente com cepas de
alta patogenicidade (AP), ou seja, VIA de AP apresentaram na macroscopia petéquias
multifocais na mucosa da jungdo proventriculo-moela, esplenomegalia moderada com palidez
ou manchas parenquimatosas e lesbes pancreaticas caracterizadas por necrose multifocal e
atrofia timica (BERTRAN et al., 2013).

O diagndstico para confirmacado da presenca viral pode ser realizado via cultivo em ovos
embrionados (COE), imunodifusdo em agar gel (AGP), teste de inibicdo de hemaglutinacao
(HI), método Beta (virus constante versus soro diluido), dentre outros, como ELISA e PCR
(FABIO; ROSSINI, 2009).

A prevencdo da gripe aviaria em codornas ocorre principalmente pela vacinacéo
combinada com a implementacdo de medidas de biosseguranca por meio da limpeza e
desinfeccdo completas e da restricdo dos movimentos de pessoas nas granjas (SARKADI et al.,
2013).

2.3.3 Doenca de Newcastle

A doenca de newcastle é causada pelo virus da doenca de Newcastle (VDN), também
conhecido como paramixovirus aviario 1 (PMVA-1), que sdo esféricos ou pleomorficos,
envelopados de RNA linear de fita simples e sentido negativo (QUINN et al., 2007). No estudo
realizado por Islam et al. (2016) em 476 codornas, as doencas virais isoladas representaram
25,21 % do total, sendo que 11,5 % eram VDN, caracterizada pela maior prevaléncia.

No Brasil o dltimo caso confirmado de VDN ocorreu em 2006 nos estados do

Amazonas, Mato Grosso e Rio Grande do Sul em criagdes de subsisténcia (MAPA, 2021).
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Ademais, caracteriza-se por zoonose que em humanos pode acarretar conjuntivite transitéria
(QUINN et al., 2007).

A patogenicidade do virus da doenca de Newcastle (VDN) em codornas depende de trés
principais fatores: cepa, dose e rota de administracdo (OLADELE et al., 2008). Codornas
japonesas costumam agir como carreadoras do VDN, pois sdo mais resistentes a doencga quando
comparadas a frangos (GOWTHAMAN et al., 2013). Assim, recomenda-se a vacinacao desses
animais para a prevenc¢do quanto a transmissdo para outras aves comerciais (SHARAWI et al.,
2015). O virus é relativamente estavel no ambiente, sendo capaz de se manter em carcacas
contaminadas bem como objetos e é eliminado por todas as excrecGes e secre¢bes produzidas
pelo animal. A transmisséo geralmente ocorre por meio de aerossoéis ou ingestao de liquidos ou
alimentos previamente contaminados (QUINN et al., 2007).

Os sinais clinicos apresentados por codornas contaminadas apresentam-se como
diminuicdo da producéo de ovos, apetite reduzido, fraqueza, leve dificuldade respiratdria e
sinais neuroldgicos como torcicolo e movimentacdo descoordenada. Cabe salientar que grande
parte dos animais podem apresentar diarreia hemorragica esverdeada (GOWTHAMAN et al.,
2013).

A inoculacdo da cepa velogénica de VDN em codornas japonesas de 3-6 semanas
induziu diferentes taxas de mortalidade de acordo com a via de inoculagéo, sendo 100 % por
via 6culo-nasal (MOHAMED; HAFEZ, 2016) e 40 % por via intramuscular (SHARAWI et al.,
2015).

Em um estudo de Susta et al. (2018), codornas japonesas com duas semanas de idade
foram inoculadas pela via 6culo-nasal com quatro cepas virulentas de VDN de diferentes
gendtipos. Os resultados indicaram doenca leve a moderada com mortalidade variando de 28
% a menos de 10 % e sinais neuroldgicos com encefalite supurativa. Além disso, a replicacao
do virus foi moderada nas aves inoculadas, mas minima nas aves de contato. Aves inoculadas
com cepas de VDN originadas de codornas apresentaram alta disseminacao do virus, enquanto
a alta transmisséo do virus ocorreu em aves inoculadas com virus originado de galinhas. Mazlan
et al. (2017) comprovaram a suscetibilidade de codornas japonesas & infeccdo experimental
com gendtipo VII VDN com base no desenvolvimento de sinais clinicos especificos, deteccéo
do antigeno do virus nos tecidos e aumento nos titulos de anticorpos hemaglutinantes.

Macroscopicamente tem-se congestdo generalizada dos Orgdos sem significativas
alteracbes no trato respiratorio, atrofia e manchas difusas em baco, Ulceras intestinais

hemorragicas e ulcerag¢des em pro-ventriculo (GOWTHAMAN et al., 2013).
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Histologicamente, observa-se no sistema nervoso, encefalomielite ndo supurativa,
gliose, edema perineuronal, retracdo neuronal e necrose. Em figado e rins ocorre congestéo,
hemorragias e necrose multifocal. Em bago ocorre deplecdo linfoide e nos intestinos ha
descamacdo da mucosa, ingurgitamento vascular nas pontas das vilosidades, hemorragias
severas e infiltrado de células mononucleares na lamina prépria (GOWTHAMAN et al., 2013).

O diagndstico para confirmacgéo da presenca viral pode ser realizado via cultivo em ovos
embrionados (COE), imunodifusdo em agar gel (AGP), teste de inibicdo de hemaglutinacédo
(HI), método Beta (virus constante versus soro diluido), dentre outros, como ELISA e PCR
(FABIO; ROSSINI, 2009).

A doenga de Newcastle ndo possui tratamento consolidado em aves (OIE, 2013) por
isso é listada na Instrucdo Normativa n° 50 de 24 de setembro de 2013 como doenca de
notificacdo obrigatoria e faz parte do Plano Nacional de Sanidade Avicola - PNSA (BRASIL,
2013).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Assim como em outras aves, as codornas também sdo sensiveis a diversos patdgenos
causadores de alteragBes importantes nos sistemas organicos e que influenciam diretamente na
qualidade de vida e produtividade dessas aves, acarretando em perdas econémicas. No Brasil,
as pesquisas para determinacdo das alteracGes patolégicas ocasionadas nas enfermidades
frequentes na coturnicultura, ainda sdo limitadas. Dessa forma, é possivel perceber que a maior
densidade de informacdes e consequentemente as doencas de maior ocorréncia, é estabelecida
por estudos estrangeiros, sendo necessarios mais estudos voltados para a coturnicultura
brasileira. Apesar das doencas, sinais clinicos, alteracGes anatomopatoldgicas da maioria das
doencas serem semelhantes a outras aves de producdo, como galinhas, é essencial estar atento
a particularidades de cada espécie correlacionando com o ciclo produtivo, seja de ovos ou de

carne.
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1 INTRODUCAO

A viabilidade econémica da pecuaria leiteira é decisiva para a manutencdo e o
crescimento da atividade, sendo que esta viabilidade econdmica esta relacionada a bons indices
zootécnicos de producdo e reproducdo. A eficiéncia reprodutiva do rebanho esta diretamente
relacionada a sua condicdo nutricional, sanidade e a bom manejo reprodutivo. Dentre estes, a
sanidade animal ocupa posicdo de destaque, uma vez que, até 50% das falhas reprodutivas na
pecudria bovina podem ser consideradas de origem infecciosa como a leptospirose,
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia viral bovina (BVD), campilobacteriose,
neosporose (ALFIERI; ALFIERI, 2017).

O agente causador da leptospirose é uma bactéria espiroqueta mével do género
Leptospira (GIRIO; LEMOS, 2007), sendo considerada uma antropozoonose que possui
distribuicdo mundial de forma endémica, a qual pode apresentar curso agudo ou cronico,
acometendo mamiferos, aves, anfibios, peixes e repteis (PICARDEAU, 2017). Em
propriedades leiteiras, as vacas devem ser inseminadas e tornarem-se gestantes dentro de um
periodo restrito de tempo. Entretanto, com a presenca da leptospirose no rebanho, pode haver
atraso na concepcdo e/ou abortos (PASQUALOTTO; SEHNEM; WINK, 2015), assim como
levar ao nascimento de bezerros imunodeficientes e diminuicdo temporaria da producao leiteira
(FIGUEIREDO et al., 2009). Desta forma, a rentabilidade e viabilidade econdmica das
propriedades podem ser comprometidas, uma vez que as mesmas necessitam de um bom
manejo reprodutivo e partos regulares para garantir o sucesso econémico.

Alguns fatores, como climaticos e edaficos, podem interferir diretamente na sobrevida
de microrganismos, podendo alterar o comportamento epidémico de doengas. Para o
desenvolvimento da Leptospira, condigdes como temperatura, pH e umidade do solo podem
influenciar diretamente na sua proliferacdo. Sendo assim, a incidéncia da leptospirose é comum
durante e ap0s o periodo das aguas, por sofrer influéncia do regime hidrico e da capacidade do
solo em reter 4gua (PELLEGRIN et al., 1999).

Portanto, esta revisdo de literatura tem como objetivo abordar aspectos relacionados a
leptospirose em rebanhos bovinos, detalhando as caracteristicas e particularidades do agente,
descrever sua soroprevaléncia, considerando os principais fatores de risco que favorecem a

distribuicéo e disseminacdo da doenca nos rebanhos brasileiros.
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2 HISTORICO DA DOENCA

A primeira descri¢do da leptospirose foi feita em 1886 em humanos, por Adolf Weil. O
médico observava em seus pacientes sintomas como ictericia, esplenomegalia, erupgdes
cuténeas, conjuntivites e disfungdes renais, nomeando-a como “Doencas de Weil” (DEWES,
2017). Em 1907 foi observado a Leptospira em um corte de tecido renal, sendo que o agente
somente foi cultivado e caracterizado com sucesso em 1915. Posteriormente, em 1917 a
Leptospira foi isolada pela primeira vez do organismo de um rato, verificando-se a importancia
dos roedores como animais reservatorios e vetores da doenca (LELITSCEWA et al., 2018).

No Brasil, a leptospirose bovina foi reconhecida pela primeira vez no Para, em 1917.
No mesmo ano foi descrito a presenca de Leptospira icterohaemorrhagiae ao estudar seis
Rattus novergicus da cidade do Rio de Janeiro, iniciando os estudos de distribuicdo da bacteéria,
e sua importancia na salde publica (ROLIM et al., 2012). Posteriormente ao longo dos anos,
varios outros sorogrupos e sorovares foram sendo identificados, existindo atualmente 20
espécies do género Leptospira descritas, distribuidas e classificadas em 24 sorogrupos com
quase 300 sorovares descritos para leptospiras patogénicas. Dentre estes 0s sorovares
Hebdomadis, Pomona, Hardjo e Wolff séo os mais comuns de serem identificados em rebanhos
bovinos (SIMOES et al., 2016).

3 CARACTERISTICAS DO AGENTE ETIOLOGICO

A leptospirose é causada por bactérias gram-negativas pertencentes ao filo Spirochaetes,
classe Spirochaetes, ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae e género Leptospira
(LEVETT, 2001). Morfologicamente, estas bactérias sdo espiroquetas, espiraladas, flexiveis,
moveis e delgadas. Apresentam 0,1 um de didmetro e 6-20 um de comprimento, com uma ou
ambas extremidades encurvadas em formato de gancho (HANSON, 1982). Devido ao tamanho
pequeno, sdo melhores visualizadas através da microscopia de campo escuro com aumento de
600 a 1.000 x e possuindo afinidade por corantes argénticos (PEREIRA, 2014) e indice de
refracdo a luz semelhante ao das ldminas de vidro, ndo podendo ser visualizadas em
microscopia de luz (BROD; FEHLBERG, 1992). A Leptospira sp. é sensivel a luz solar direta,
dessecacdo, desinfetantes comuns, como cloro, iodo ou quaternario de aménio e pH &cido. Para
seu desenvolvimento, o pH ideal varia entre 7,2 a 7,4 e a temperatura entre 7 a 37°C (BROD;
FEHLBERG, 1992; GIRIO; LEMOS, 2007).
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Existem duas classificacbes para o género Leptospira: a fenotipica e a genotipica
(MURRAY et al., 2013). A classificacdo fenotipica é baseada em caracteristicas antigénicas da
Leptospira, sendo utilizadas reacdes sorologicas como critérios de classificacdo. Desta forma,
0 género foi dividido em duas espécies de acordo com sua patogenicidade: cepas patogénicas
(Leptospira interrogans) e cepas ndo patogénicas (Leptospira biflexa). Enquanto a classificacéo
genotipica utiliza a relacdo antigénica entre sorovares para agrupa-los em sorogrupos (FAINE
et al., 2000). A classificacdo inicial da Leptospira se correlaciona a reacfes sorologicas
especificas para determinacdo dos sorogrupos e sorovares de cepas patogénicas e nao
patogénicas (saprofitas). Sendo assim, os sorovares podem ser classificados dentro de
sorogrupos determinados pelos antigenos que sdo compartilhados. Com o desenvolvimento da
técnica de hibridizacdo do DNA e da analise da homologia DNA-DNA, a classificacdo
soroldgica tem sido substituida pela classificacido molecular (HASHIMOTO, 2012; SIMOES
et al., 2016), sendo classificadas espécies que inclui todos os sorovares patogénicos e ndo
patogénicos. Entre as espécies patogénicas sdo conhecidas: L. interrogans, L. alexanderi, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. kirshneri, L. kmetyi, L. alstoni e L.
mayottensis; espécies com patogenicidade intermediaria, L. inadai L. broomii, L. fainei, L.
wolffi, L. licerasiae e L. venezuelensis; e espécies ndo patogénicas, L. biflexa, L. meyeri, L.
wolbachii L. idonii, L. vanthielli, L. yanagawae e L. terpstrae (PUCHE et al., 2017).

4 EPIDEMIOLOGIA

A leptospirose € uma das zoonoses mais conhecidas, de carater endémico e relatada
como re-emergente em Varios paises, principalmente nos paises tropicais (OIE, 2014), inclusive
no Brasil (SILVA et al., 2012). A ocorréncia da doenca esta relacionada a condi¢des precarias
de infra estrutura sanitaria, sendo uma doenca de grande relevancia para a satde publica. Em
épocas chuvosas, as inundacdes favorecem a disseminacao e a persisténcia do agente causador,
especialmente em ambiente urbanos, o que facilita a ocorréncia de surtos neste periodo (SILVA,
2011).

A distribuicdo da leptospirose esta associada com um ou mais hospedeiros (natural ou
de manutengdo), os quais servem como reservatorios da infeccdo. Os principais reservatorios
da doenca sdo os roedores, 0s quais sao assintomaticos a leptospirose (ABDUSSALAM, 1975),
hospedando leptospiras em seus rins e as eliminando no ambiente principalmente através da
urina (DEWES, 2017). No Brasil, as principais espécies descritas como reservatorio natural da
doenca sdo o rato de esgoto (Rattus norvegicus) (LATIFAH et al., 2017; SANTA ROSA et al.,
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1975), rato d’agua (Nectomys squamipes) (CORDEIRO; SULZER; RAMOS, 1981) e o prea
(Cavia aperea azarae) (PESTANA; SANTA ROSA; TROISE, 1961). Contudo, a literatura
relata isolamento em varias outras espécies, que também podem representar reservatorios, como
as capivaras (Hidrochoerus hidrochoeris) (PAULA, 2001), gambas-de-orelha-branca
(Didelphis albiventris), veado campeiro (Ozotocero bezoarticus), cachorro do mato (Cerdocyon
thous), jaguatirica (Leopardus pardalis), quati (Nasua nasua) (VIEIRA etal., 2013) e morcegos
(Desmodus rotundus) (ZETUN et al., 2009). Além destes, existem ainda 0s animais
considerados reservatorios de manutencdo domésticos, como 0s bovinos, suinos, equinos,
caninos, ovinos e caprinos (SIMOES et al., 2016).

No ciclo rural, os bovinos sdo 0s principais reservatorios e disseminadores da
Leptospirose, visto que uma vez instalada nos tabulos renais destes animais, as leptospiras nao
sofrem acdo dos anticorpos, favorecendo sua eliminagdo por periodos superiores a 12 meses
(MARINHO, 2008). A infeccdo dos animais pode ocorrer por contato direto ou indireto com o
agente (Figura 1). Na forma direta, a transmissdo ocorre pela passagem do agente através de
mucosas integras ou lesadas, pele ndo lesionada ou via urogenital e monta natural. Enquanto a
forma indireta ocorre pelo contato do animal com a 4gua e solo contaminados (GIRIO; LEMOS,
2007; SLEIGHT; WILLIANS, 1961). A via transplacentaria também é relatada como forma de
transmisséo do agente (GIRIO; LEMOS, 2007; REIS et al., 2017).
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Figura 1 — Os hospedeiros de manutengdo, como os roedores, eliminam as bactérias através da
urina, que pode contaminar os hospedeiros acidentais, como 0s seres humanos, entre outros
animais domésticos e selvagens, indiretamente através do solo e da agua contaminados e

também diretamente através do contato com esta urina.
Fonte: Adaptado de Miragaia (2016).
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Alguns fatores de manejo podem facilitar a transmisséo entre animais, como co-
pastoreio entre diferentes espécies, sistema de producdo e nivel de tecnificacdo das
propriedades rurais. Segundo Lilenbaum, Santos e Barbosa, (1995), ao avaliar 404 amostras de
animais ndo vacinados, identificou-se que propriedades com baixa tecnificacdo possuem alta
taxa de reatividade para leptospirose com média de 80%, seguido das fazendas de tecnificagdo
intermediaria, com 52,38% de reatividade e fazendas mais tecnificadas com uma taxa de
28,57% de reatividade. Em outro estudo, foi observado associacdo das taxas de assisténcia
veterinaria e sororeatividade. Em rebanhos sob supervisao veterinaria frequente, ou visitados a
cada duas semanas ou mais, apresentaram taxas de reatividade sorologica para leptospirose de
54,1% e 56,1%, respectivamente. Por outro lado, rebanhos com baixa ou sem assisténcia
veterinéria apresentaram taxas de sororeatividade de 91,3% e 97,4%, respectivamente. Estes
fatores determinam um impacto significativo na soroprevaléncia geral da leptospirose, porém
0 tipo de alojamento relacionado a construcfes e currais ndo interferem significativamente.
Dessa forma, para o controle da leptospirose ndo se faz necessario altos investimentos em
estabulos (LILENBAUM; SANTOS; BARBOSA, 1995; LILENBAUM; SOUZA, 2003).

5 SOROPREVALENCIA EM BOVINOS NO BRASIL

Estudos observaram que a soro prevaléncia da leptospirose em rebanhos brasileiros pode
variar entre estados (HOMEM et al., 2001; LAGE et al., 2007). Santa Rosa et al. (1970)
avaliando um total de 15.080 bovinos, provenientes de nove estados brasileiros, encontraram
23,6% de positividade para leptospirose, com predominancia do sorovar Wolffi. Favero et al.
(2001) em estudo efetuado com 31.325 bovinos, de 1920 propriedades, as quais eram
distribuidas em 540 municipios de 21 estados do Brasil encontraram soroprevaléncia variando
de 25,2% a 62,5%, com média entre os estados de 37,94%. Em estudo mais recente, Baroni et
al. (2020) encontraram prevaléncia de 50% para Leptospira interrogans no estado do Espirito
Santo, sendo que os sorovares encontrados com maior prevaléncia foram Wolffi, Bratislava e
Hardjo. Na Tabela 1 séo apresentados a incidéncia em diferentes estados do Brasil.

Dentre os diversos sorovares, 0 Hardjo € o mais frequentemente encontrado em bovinos,
sendo importante agente causador de abortamentos na espécie (AGUIAR et al., 2010). Além
do Hardjo, bovinos podem ainda ser infectados por outros sorovares, como Wolffi (ARAUJO
et al., 2005; OLIVEIRA et al, 2009), Hebdomadis (MINEIRO et al., 2007),
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Icterohaemorragiae, Tarassovi (JULIANO et al.,, 2000), Georgia, Goiano, Guaicurus
(CASAGRANDE, 2009).

Tabela 1 - Soroprevaléncia da leptospirose em diferentes estados brasileiros.

Estados AR e N° amostras Fonte
(%)
Bahia 61.0: 45.4 657: 10823 Favero et al. (2001); Oliveira et al.
(2009)
Espirito Baroni et al. (2020); Favero et al.
b 50,0; 62,2; 12,4 100; 270; 330 (2001); Viana, Zanini e Moreira
Santo
(2010)
Goids 46.5: 62,2 1406: 4571 Favero et al. (Z(ggié;)Marques etal.

Coelho et al. (2014); Favero et al.,

Maranhdo 34,0;58,2; 39,4 100; 371; 1527 2001; Silva et al. (2012)

Mato . ..
: , ) . Figueiredo (2007); Figueiredo et al.
Grossztl) do 90,4;69,8;980 2573;1801; 2766 (2009): Miashiro et al. (2018)

Chebi&o (2010); Favero et al. (2001);

Para 655,383,778  176.1675:131  Negrio, Molnar e Molnar (2000);

Parana 34,4 305 Hashimoto et al. (2012)
- . . Favero et al. (2001); Mineiro et al.
Piaui 56,0; 52,9 225; 1975 (2007)
Rio De Favero et al. (2001); Lilebaum,
Janeiro 41,3; 68,3; 46,9 674: 405 379 Santos e Barbosa (1995); Lilebaum e
’ ' Siuza (2003)
Rio Grande ) ) Favero et al. (2001); Herrman et al.
Do Sul 28,9; 38,7 2471; 1360 (2012)
~ ) ) Castro, Azevedo e Gotti (2008);
Sé&o Paulo 49,4; 35,0 8216; 18558 Favero et al. (2001)
Tocantins 76.5: 41,0 257: 97 Araujo et al. (2005); Favero et al.

(2001)

Fonte: Os autores.

6 SINAIS CLINICOS

A leptospirose bovina pode ser dividida em duas fases distintas: fase aguda, na qual o
inicio dos sintomas coincide com a fase de bacteremia e fase crénica, que afeta de forma mais

relevante o trato reprodutivo. Entretanto, a severidade da doenca é dependente da idade e do
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status imunoldgico do animal, bem como a sorovariedade infectante, a concentracdo e a
viruléncia do agente (FAINE et al., 2000). Os sinais clinicos comuns da doenca sdo
inespecificos por se manifestarem em outras enfermidades, como: febre, anorexia, dispneia,
prostracdo, diarreia, ictericia, hemoglobinuria, paresia ou paralisia do ramen, nascimento de
bezerros imunodeficientes e mastite (GENOVEZ et al., 2018; GROOMS, 2006; SIMOES et
al., 2016). Na fase aguda, a qual acomete principalmente animais jovens, as manifestacoes
clinicas caracterizam-se por hipertermia com duracdo de quatro a cinco dias, hemorragias sob
a forma de petéquias nas mucosas, hemoglobindria, anemia, ictericia e septicemia. Em animais
adultos, a fase aguda se manifesta principalmente em casos de mastite e quadros de agalactia,
sendo que esta variagdo da sintomatologia entre animais jovens e adultos esta relacionada ao
completo desenvolvimento pelo sistema imunolégico do animal adulto (GIRIO; LEMOS,
2007).

A forma crbnica esta, na maioria das vezes, relacionada com disturbios de ordem
reprodutiva como abortamento, natimortos e subfertilidade ou infertilidade, sendo os Unicos e
expressivos sinais da doenca crénica no rebanho (GIRIO; LEMOS, 2007). Vacas infectadas
pelo sorovar Hardjo e Interrogans apresentam abortos no primeiro trimestre de gestacdo e
nascimento de bezerros imunodeficientes quando a gestacdo ndo € interrompida. Por outro lado,
abortos no ultimo trimestre de gestagdo sdo associados ao sorovar Pomona, podendo levar até
ao abortamento de 50% das gestacdes (ELLIS, 1994). Em especial, o sorovar Hardjo tem efeito
direto sobre a fecundacéo e/ou sinalizacdo embrionaria precoce, podendo interferir na funcao
do corpo lateo e nos perfis hormonais no final da gestacdo, levando abaixas concentracGes de
progesterona ou sulfato de estroma (GIRIO; LEMQOS, 2007).

7 DIAGNOSTICO

O diagnostico inicial da leptospirose é baseado na associacdo de aspectos clinicos e
epidemioldgicos, tais como: baixa eficiéncia reprodutiva dos animais, presenca de roedores e
associacdo de casos suspeitos com as estaces de maior indice pluviométrico (SIMOES et al.,
2016). O diagndstico definitivo deve ser feito por meio de exames laboratoriais, com métodos
diretos ou indiretos (SARMENTO et al., 2012). O momento de coleta e tipo de amostra séo
fundamentais para chegar ao diagnostico da leptospirose (PICARDEAU, 2013).

O diagnostico definitivo direto deve ser feito por meio da deteccdo da bactéria pelo
isolamento de leptospiras em cultura, a qual pode ser realizada a partir de amostras de sangue,

urina, produtos de abortamento, bidpsia de tecido renal, hepatico ou utero (HARTSKEERL,;
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COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011). Técnicas moleculares como reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), imunoistoquimica e imunofluorescéncia direta, também sdo métodos
empregados para diagnostico da doenca (HERNANDEZ; RODRIGUEZ, 2011), os quais
também tipificam a sorovariedade prevalente no local (CHIARELI et al., 2012).

Dentre os métodos de diagnostico indireto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
indica a técnica de soro aglutinacdo microscopica (SAM) como técnica de elei¢do, no qual
utiliza-se anticorpos (IgM e 1gG) que reagem com o0 antigeno vivo dos sorovares de interesse,
formando aglutinacdes visiveis no microscépio de campo escuro (LEVETT, 2001). A técnica
é considerada de elei¢do para identificacdo da leptospira no organismo, apresentando elevada
sensibilidade e especificidade para a deteccdo de anticorpos de leptospirose (CASTRO;
AZEVEDO; GOTTI, 2008). Embora esta técnica seja a de eleicdo para deteccdo do agente no
organismo, ela possui baixa sensibilidade para a deteccdo do sorovar infectante, devido a
ocorréncia de reacfes-cruzadas entre sorovares, especialmente dentro de um mesmo sorogrupo
(FAINE et al., 2000). Esta ocorréncia é desencadeada devido a heterogeneidade de carboidratos
qgue compdem a cadeia lateral dos lipopolisacarideos (LPS) da membrana bacteriana
(HASHIMOTO, 2012).

Outra opcéo de teste soroldgico € o Ensaio de Imuno Absorcdo Enzimatica (ELISA), o
qual utiliza apenas fracGes bacterianas, ndo necessitando do antigeno vivo. Este teste apresenta
alta sensibilidade, mas ndo tem a mesma especificidade proporcionada pelo SAM (MUSSO;
LA SCOLA, 2013). O ELISA possui habilidade de deteccdo especifica de anticorpos da classe
IgM ou 1gG, podendo correlacionar os resultados com o tempo de infecgéo. A identificagéo de
anticorpos IgM esté relacionado a processos infecciosos mais recentes, enquanto a detec¢do de

IgG esta relacionada a processos infeciosos cronicos (SIMOES et al., 2016).

8 CONTROLE E PROFILAXIA

Assim como a doenga pode afetar inimeras espécies, todas elas podem atuar como fonte
de infeccdo. Logo, conhecer as cepas circulantes em um hospedeiro e regido especifica, por
meio de isolados locais, é de grande importancia para o entendimento epidemioldgico da
leptospirose (LILENBAUM; MARTINS, 2014). As medidas preventivas devem ser instituidas
de forma simultanea em todos os trés estagios da cadeia de transmissao: fontes de infec¢éo, vias
de transmiss&o e animais suscetiveis a doenca (VILGES; ARSKY; CALDAS, 2013).

A dificuldade para o controle eficaz de leptospirose em propriedades rurais é a

permanéncia de animais contaminados e a reintroducéo da infec¢do por roedores ou animais
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silvestres portadores da doenga. Com isso, as medidas profilaticas recomendadas sdo: nutricdo
adequada, controle na aquisi¢édo e introdugdo de novos animais na propriedade, cuidados na
inseminacdo artificial e qualidade do sémen utilizado, cuidados higiénico-sanitarios e
sorodiagnostico periédico em animais do rebanho reprodutor (PASQUALOTTO; SEHNEM,;
WINK, 2015).

Para medidas efetivas de controle da leptospirose, € necessario basear o tratamento com
antibioticos em animais diagnosticados por diagnostico clinico ou laboratorial. Como protegédo
especifica, a vacinacdo € uma alternativa a rebanhos que vivem em condigdes susceptiveis a
infecgdo. O protocolo vacinal tem inicio a partir do terceiro més de idade, com uma dose refor¢o
apos 30 dias da primeira aplicacdo e revacinagdes semestrais a anuais conforme as condicdes
ambientais. Quanto maior o risco de contaminacéo, seja por alta incidéncia de casos positivos,
abortos ou condicBes climaticas durante o periodo das chuvas, menor o intervalo das
revacinacdes. Em geral, as vacinas comerciais sdo constituidas por cinco a seis sorovares mais
prevalentes no Brasil, sendo indicado optar por sorovares presentes na regiao de localizagdo do
rebanho e especifico para a espécie bovina (FIGUEIREDO, 2007; MUGHINI-GRAS et al.,
2014). Além disto, alteraces de manejo tais como, realizar a quarentena de animais a serem
introduzidos no rebanho, drenagem de areas alagadas, que apesar de ndo impedirem a
transmissdo e ndo erradicar a bactéria, podem reduzir 0s prejuizos reprodutivos e
consequentemete econdmicos (MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Em relacdo aos animais infectados, a antibioticoterapia pode ser usada para minimizar
a transmissdo entre animais, administrando 25 mg/kg de dihidroestreptomicina em dose Unica
por via sisttmica. Dessa forma, a potencialidade de transmissdo é reduzida, bloqueando a
eliminacdo de leptospiras atraves de urina, sémen e secrecdo vaginal (FIGUEIREDO, 2007;
MUGHINI-GRAS et al., 2014).

Tratamentos precoces entre os primeiros sete a dez dias de infeccdo reduzem a
progressao dos sintomas. Na forma aguda da doenca, é sugestivo o uso de estreptomicina ou
dihidroestreptomicina na dose de 12 mg/kg de peso vivo, duas vezes ao dia durante trés dias,
ou tetraciclinas 10 a 15 mg/kg duas vezes ao dia durante cinco dias. Em casos de surto
recomenda-se 0 tratamento com dose Unica de estreptomicina na dose de 25mg/kg, sendo
suficiente para remover o estado de portador renal crénico do animal, assim como também deve
ser realizada a vacinacdo simultanea do rebanho (FIGUEIREDO, 2007; GIRIO; LEMOS,
2007).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A leptospirose é uma antropozoonose de distribuicdo mundial, a qual pode apresentar
curso agudo ou cronico, acometendo mamiferos, aves, anfibios, peixes e répteis, sendo
endémica no Brasil, com variacdo de prevaléncia entre os estados brasileiros. Por causa
distarbios reprodutivos, como abortos, diminui¢do da fertilidade e/ou nascimento de bezerros
mais fracos, pode ser responsavel por perdas econdmicas na cadeia de producdo. Possui maior
disseminacdo em rebanhos com auséncia de controle sanitario, zootécnicos e supervisdo
veterinaria. As medidas preventivas além do estabelecimento do protocolo vacinal estratégico
do rebanho, devem ser adotadas pensando em agir nos estagios da cadeia de producéo, visando
diminuir a fonte de infeccdo, vias de transmissdo e cuidados com introducdo de animais

susceptiveis no rebanho e realizacdo do tratamento de animais positivos ou suspeitos.
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1 INTRODUCAO

O setor pesqueiro mundial se mantém em crescimento e desenvolvimento ao passar dos
anos. Atualmente, o pescado € o produto alimenticio mais comercializado em todo o mundo,
assim proporcionando alta demanda para os produtos provenientes da aquicultura, tornando o
cultivo de organismos aquéaticos um mercado em expansdo. Em 2018, foi registrada a produgéo
aquicola de 114,5 milhdes de toneladas de pescado mundialmente, totalizando o0 movimento de
263,6 bilhdes de dolares (FAO, 2020).

Aquicultura é a denominagdo da atividade que se propde cultivar em ambientes
controlados, organismos que possuem a agua como meio em alguma etapa de seu
desenvolvimento. Os principais organismos cultivados mundialmente na aquicultura sdo os
peixes, moluscos, crustaceos e algas. Essa atividade tem potencial para grande aumento na
producdo mundial de alimentos e é um forte aliado para lidar, de maneira sustentavel, com a
crescente demanda alimentar devido & alta taxa de crescimento populacional no mundo (FAO,
2020; SIQUEIRA, 2017).

Uma das principais barreiras que a producéo aquicola atualmente enfrenta sdo os danos
causados pelos surtos de doencas. Esse fator diminui o desenvolvimento do setor, causando
prejuizos socioecondmicos como perda de empregos, reducédo de receita, inseguranca alimentar,
além de refletir efeitos em toda a cadeia produtiva. Estima-se que a aquicultura mundial
apresenta perda total de aproximadamente seis bilhdes de doélares por ano devido ao surgimento
de doencas (STENTIFORD et al., 2017).

A presenca de patdgenos na aquicultura pode comprometer o sucesso da atividade, em
que as doencas causadas por esses agentes sao capazes de reduzir a lucratividade do sistema,
causar altas despesas e até a faléncia do negocio devido a grande taxa de mortalidade durante
0s surtos. Além disso, o tratamento para eliminar a presenca desses patdgenos dos viveiros e
reservatorios, podem gerar ainda mais custos e demanda de tempo com médo de obra
especializada, produtos e manejo. A identificacdo e diagnostico precoce da presenca de
patdgenos na aquicultura € uma préatica que pode auxiliar na mitigacdo de problemas causados
por infeccOes e infestacOes desses organismos e evitar gastos futuros com remediacdo
(TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009).

A biologia molecular ¢ uma ciéncia que busca compreender o comportamento e
interacdo dos sistemas que compdem as células. E o ramo da biologia que estuda as a¢des do

DNA, RNA e sintese de proteinas, assim como a regulacéo de suas interacGes. Essa rea utiliza
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ferramentas e metodologias para isolar, manejar e extrair informacdes ligadas ao material
genético dos seres vivos (ALBERTS et al., 2017).

Sabe-se que o desenvolvimento da tecnologia e crescimento dos bancos de dados
genéticos no mundo facilitam e incentivam o uso de ferramentas para diagnostico molecular de
patdgenos na aquicultura. Porém, informacfes dispersas dificultam a disseminacdo da
tecnologia no meio cientifico e no agronegocio, portanto este capitulo busca investigar,
compreender e descrever as técnicas moleculares que podem ser utilizadas para diagnostico de

patdgenos que afetam organismos cultivados na aquicultura.

2 HISTORICO

Os métodos convencionais utilizados para deteccao de patdgenos em geral se baseavam
fundamentalmente em realizar o cultivo dos patégenos em condi¢des in vitro, analises
fenotipicas, soroldgicas ou analises histoldgicas do tecido afetado. Por muito tempo essas
técnicas foram os principais meios de estudar, entender e detectar organismos patogénicos
(WAGENER, 1997).

Com a evolucdo das ciéncias bioldgicas, comecou-se a aplicar os conhecimentos sobre
DNA e RNA na compreensdo dos processos de manifestacdo de doencas, esse conceito €
denominado metodologia molecular. A partir dai era possivel realizar analises mais detalhadas
envolvendo as expressdes genéticas das células e obter resultados mais confidveis e consistentes
sobre os organismos relacionando seus fendtipos e genétipos (ALBERTS et al., 2017).

Até esse ponto, o campo da biologia molecular ainda enfrentava dois grandes
problemas, sendo eles a pequena quantidade de acidos nucleicos no material a ser analisado e
a baixa especificidade dos trechos de interesse que era possivel isolar. Contudo, em 1983, o
quimico Kary Mullis desenvolveu a técnica denominada de Amplificacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) que é capaz de amplificar em milhares de vezes
uma regido especifica de uma amostra de DNA. Com isso, a biologia molecular recebeu uma
ferramenta considerada indispensavel para pesquisas e analises referentes ao codigo genético
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012).

Em geral, as técnicas utilizadas para diagnosticos moleculares hoje em dia se baseiam
na tentativa de amplificar um trecho especifico do cédigo genético de um organismo e detectar

e/ou quantificar essa amplificacéo.
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3 TECNICAS DE AMPLIFICACAO DE MATERIAL GENETICO

As técnicas de amplificacdo de material genético necessitam de trés fatores importantes
para seu funcionamento: a enzima DNA polimerase, os primers e a temperatura (LIMA, 2008;
RAMSDEN, 2009).

A DNA polimerase € uma enzima responsavel pela sintese de moléculas de DNA a partir
de ANTP’s (desoxirribonucleotideos fosfatados). Ela é essencial para a amplificacdo do DNA,
tendo a funcdo de adicionar os nucleotideos, um a um, a nova fita que ira ser formada a partir
da fita molde (RYE et al., 2013). A enzima mais comumente utilizada na PCR é a Tag DNA
polimerase. Ela recebe esse nome, pois € uma enzima isolada da bactéria Thermus aquaticus.
Esse micro-organismo vive em ambientes com temperaturas acima de 70°C, fazendo com que
sua enzima polimerase tenha desempenho ideal para ser usada na PCR, que atua ciclicamente
em altas temperaturas (RAMSDEN, 2009).

A DNA polimerase sé atua em moléculas dupla fita. Para realizar a amplificacdo de
material genético a partir de moléculas de RNA, € necessario primeiramente efetuar uma etapa
de transcriptase reversa (reverse transcriptase - RT). Essa etapa consiste em adicionar a enzima
RT na solugdo contendo RNA, essa enzima é capaz de fazer o processo de transcricdo do RNA
para DNA complementar (cDNA). Apds esse processo de sintese, é possivel utilizar o cDNA
formado na realizacdo das técnicas de amplificacdo de material genético (ARTIKA; IYATNO;
MA’ROEF, 2020).

Os primers sdo sequéncias curtas de nucleotideos (oligonucleotideos) sintetizados
artificialmente e agem especialmente em um determinado trecho do DNA alvo. Os primers sdo
0s componentes que garantem toda a especificidade dos diagnosticos moleculares em geral. Sdo
desenvolvidos para se ligar a regido de interesse do DNA onde a polimerase ira se iniciar. Em
uma PCR convencional séo utilizados dois primers chamados de forward (atua na porgdo 5°-
3’) e reverse (atua na porgdo 3’-5’). Geralmente os primers possuem tamanho de 20
nucleotideos de comprimento. Esse tamanho é o suficiente para garantir uma probabilidade
estatistica confidvel em que o primer ird se anelar somente ao trecho desejado. Em
experimentos com primers maiores é possivel comecar a ser identificado a ocorréncia do
fendmeno de auto-anelamento (dimero de primer ou self-annealing), em que um primer se liga
a uma porcdo de si mesmo ou em outro primer. Para se desenvolver um primer, é necessario
definir algumas caracteristicas para garantir sua eficiéncia, como tamanho, temperatura de
atuacdo, proporcao de guanina-citosina e repeticdo de bases nitrogenadas. A elaboragdo de um

primer pode ser a parte mais importante para a amplificagdo em cadeia, e geralmente possui
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complexidade para sua definicdo, porém, existem alguns algoritmos como Primer3
(UNTERGASSER et al., 2012) e PrimerQuestTM que podem ser utilizados para auxiliar nessa
etapa (RAMSDEN, 2009; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2012).

A temperatura é uma variavel fundamental para a amplificacdo molecular. Sua atuacao
basicamente tem influéncia em todas as etapas desse processo. E ela a responsavel por ativar a
enzima polimerase e os primers, e também pela desnaturacio do DNA. Conhecer as
temperaturas Otimas para cada etapa da amplificacdo e como deve ser aplicada em cada tipo de
processo diferente € essencial para o sucesso do procedimento (CHESTER; MARSHAK,
1993). A temperatura de melting (melting temperature - Tm) é a temperatura na qual a solucéo
possuira metade das fitas de DNA desnaturadas e a outra metade pareada, e a temperatura de
pareamento (annealing temperature - Ta) € a temperatura onde ocorre a ligacdo entre primer e
fita simples (CHESTER; MARSHAK, 1993). Essas varidveis sdo levadas em questdo para

definicdo e construcdo de um primer e para realizar analises quantitativas da amplificacao.

3.1 REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

A PCR ¢ capaz de realizar a amplificagdo in vitro de fragmentos de DNA especificos,
que rapidamente pode ser concluida mesmo que com quantidade muito pequena de DNA alvo.
Além dos componentes DNA polimerase e primers, é necessario adicionar a reacdo 0s
componentes dNTPs e um cofator para a DNA polimerase (geralmente é utilizado o cloreto de
magnésio MgCl). O processo de amplificacdo em cadeia se baseia em realizar ciclos repetitivos
de trés passos, sendo eles a desnaturacdo, anelamento e extensdo. Na desnaturacdo a
temperatura da solucéo é elevada entre 94°C e 96°C, e assim as moléculas de dupla fita de DNA
se desfazem a partir do rompimento das ligacdes de ponte de hidrogénio entre elas, se tornando
moléculas fita simples. Em seguida, na etapa de anelamento ocorre a ligacdo dos primers nos
trechos especificos das fitas simples do DNA alvo, a temperatura € reduzida até a temperatura
6tima de atuacdo dos primers particulares da reacdo, podendo ser geralmente entre 30°C e 60°C.
Por Gltimo acontece a polimerizacdo das novas moléculas pela DNA polimerase na etapa de
extensdo, em que a temperatura é elevada até por volta de 72°C e 75°C, na qual as enzimas se
associam aos primers anelados as fitas simples e a partir desse ponto se inicia 0 processo de
amplificacdo (LIMA, 2008; MCPHERSON; QUIRKE; TAYLOR, 1991).

Esse processo € repetido ciclicamente varias vezes, e ao final de cada ciclo o nimero de
moléculas alvo na solucéo é dobrado. Geralmente o equipamento utilizado para as varia¢Ges de

temperatura € o termociclador. Uma reacdo de PCR pode ter duragdo média de duas a quatro
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horas, realizando em média 30 ciclos, e ao final pode-se obter bilhdes de copias da regido de
interesse a partir de poucas moléculas de amostra (LIMA, 2008).

3.2 POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS DE RESTRICAO

O polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLP) é um procedimento que pode ser utilizado nos produtos da PCR
como alternativa para o diagnéstico ou diferenciacdo de espécies. A RFLP consiste em
adicionar ao produto amplificado da PCR, uma enzima endonuclease de restri¢cdo que é capaz
de reconhecer um trecho especifico do DNA alvo e corta-lo (clivar) naquele ponto, dividindo
um pedaco de DNA em duas partes de tamanhos diferentes. Posteriormente, é possivel detectar
se houve ou ndo a acdo da clivagem no DNA alvo por eletroforese em gel, observando a relacédo
de moléculas de tamanho diferente na solugdo (PAVAN; MONTEIRO, 2014).

3.3 LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP)

E uma técnica de amplificacio isotérmica mediada por loop (Loop-mediated isothermal
amplification - LAMP). Assim como a PCR, esse método também realiza amplificagdo de DNA
a partir de um trecho especifico. Porém, a LAMP tem o diferencial de ser mais rapida, ter mais
especificidade e ser conduzida sem oscilacdo de temperatura. Além disso, essa técnica utiliza
dois pares de primers distintos sendo eles os primer internos FIP (Forward Inner Primer) e BIP
(Backward Inner Primer), e dois primers externos F3 e B3. Outra diferenca é que na LAMP
normalmente se utiliza de outra DNA polimerase chamada de Bst (isolada do organismo
Bacillus stearothermophilus) (NOTOMI et al., 2000).

Para se iniciar o processo da LAMP, primeiro é necessario elevar a temperatura da
solucdo até 95°C por aproximadamente cinco minutos para que ocorra a desnaturacao inicial
das fitas duplas para fitas simples, apds essa etapa todo o processo da LAMP ocorre
isotermicamente em aproximadamente 65°C. O funcionamento dessa técnica pode ser dividido
em trés momentos chave, sendo eles a Producgdo inicial do alvo, Ciclagem/amplificacdo e
Elongamento/reciclagem (NOTOMI et al., 2000).
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3.4 AMPLIFICACAO DE POLIMERASE POR RECOMBINASE

A amplificacdo de polimerase por recombinase (recombinase polymerase amplification
- RPA) é uma técnica recente de amplificacdo isotermal de DNA. A RPA também utiliza pares
de primer e enzimas DNA polimerase, seu grande diferencial é a exploracdo da acéo de outra
enzima chamada recombinase. As recombinases se unem aos primers formando um complexo
molecular capaz de identificar as sequéncias alvo do DNA, podendo se parear em sequéncias
de fita dupla. Em seguida, uma proteina chamada SSB (single-stranded DNA-binding) se liga
a regido do pareamento estabilizando a ligacdo dos primers, no qual a polimerase inicia o
processo de sintese. Uma outra diferenca da RPA é a possibilidade de realizar transcri¢do
reversa de RNA para cDNA durante a amplificacdo, apenas adicionando a enzima RT junto da
solucdo, sem necessitar de uma etapa anterior apenas para isso (JAMES; MACDONALD,
2015; PIEPENBURG et al., 2006).

4 DETECCAO E QUANTIFICACAO

Existem diversas metodologias para observar os resultados de uma amplificagéo. Entre
as mais utilizadas esta a realizacdo de eletroforese em gel, que consiste em separar as moléculas
de uma solucdo a partir do seu tamanho. A solucdo é induzida por diferenca de potencial
fazendo com que as moléculas sejam transportadas através de uma matriz de gel (geralmente
agarose ou poliacrilamida), dependendo do tamanho da molécula, ela ird desenvolver uma
velocidade diferente pela matriz, onde as moléculas maiores sdo mais lentas e as moléculas
menores sdo mais rapidas. Dessa forma, ao final da inducdo, é formado uma coluna com
diversas células contendo um aglomerado de moléculas de mesmo tamanho (SOUZA, 2003).

Um significativo avancgo para o diagnostico de patdgenos por amplificacdo de DNA foi
o desenvolvimento da PCR em tempo real. Essa técnica, também chamada de PCR quantitativo
(gPCR), consiste em adicionar um componente fluorescente a solugéo que ira emitir luz quando
detectar a ocorréncia da amplificagdo do material genético. Os dois componentes mais
utilizados nos processos de diagndstico em tempo real sdo a SYBR-Green | ® e a TagMan®.
A SybrGreen é um agente intercalante que se liga inespecificamente a moléculas de DNA dupla
fita, emitindo luz proporcionalmente a quantidade de DNA presente na solugdo. Porém, esse
agente pode se ligar a qualquer DNA dupla fita, inclusive dimeros de primers ou até
contaminantes, podendo gerar em certos casos resultados falso positivos. Enquanto, a TagMan

é uma sonda (oligonucleotideo) especifica ao DNA alvo, similar a um primer. Ela ¢
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desenvolvida para se ligar somente a um certo trecho do DNA que ira ser replicado, e quando
a Tag DNA polimerase encontra essa sonda na fita durante a sintese ela a degrada. Os
componentes resultantes da degradacdo da TagMan tém a capacidade de emitir luz, fazendo
com que essa emissao agora seja proporcional a quantidade de DNA amplificado. Outra
caracteristica da TagMan é a capacidade de serem projetadas para emitir diversas faixas de luz
diferentes, possibilitando assim, realizar e detectar em uma mesma solugdo a amplificacdo de
diversas amostras de DNA distintos, essa técnica é chamada de Multiplex (NASCIMENTO;
SUAREZ; PINHAL, 2010).

5 PATOGENOS

5.1 VIRUS

Os virus sdo considerados os organismos em maior abundancia no ecossistema aquéatico
e também essenciais para seu equilibrio. Por isso, o estudo e compreendimento desses seres sdo
importantes alavancadores no avango tecnologico da aquicultura marinha e continental. Nos
ultimos anos as ferramentas de biologia molecular tém oferecido grande suporte para entender
e controlar esses agentes (JACQUET et al., 2010).

Esses micro-organismos podem possuir diversas caracteristicas na organizacdo do seu
genoma, podendo apresentar DNA ou RNA sendo eles em fita-dupla ou fita-simples (CANN,
2015). Para a deteccdo de virus com RNA é necessario primeiramente realizar a sintese de
cDNA através da transcricdo reversa RT, pois ele ndo € um bom receptor para a Tag DNA
polimerase (ARTIKA; IYATNO; MA’ROEF, 2020). A aplicacdo da RT para realizagcdo da PCR
é denominada de RT-PCR.

O desenvolvimento e aplicacdo de metodologias moleculares tém impulsionado o
avanco da compreensao, manejo e controle na epidemiologia dos principais virus patdgenos de
salmonideos como alphavirus salmonideo (SAV), virus da anemia infecciosa do salmao (ISAV)
e virus da septicemia hemorragica viral (VHSV) (SNOW, 2011). O estudo dessas doencas tem
recebido bastante atencdo e novos ensaios, metodos e estudos utilizando variantes da PCR no
diagndstico de SAV (TEIGE et al., 2020), ISAV (PURCELL et al., 2018) e VHSV (PIERCE
et al., 2013) demonstrando resultados positivos.

No Arquipelago Shetland, Escocia, foi possivel detectar a presenca de SAV nos peixes
selvagens Solha escura (Limanda limanda), Solha-Americana (Hippoglossoides platessoides)

e Solha europeia (Pleuronectes platessa), em amostras de tecido do coragéo e rim por meio do
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PCR em tempo real que teve como alvo o gene nsP1. Esse estudo foi capaz de levantar
informagdes importantes para a discussdo sobre a origem da SAV na aquicultura de
salmonideos (SNOW et al., 2010).

Pinheiro et al. (2016) desenvolveu um ensaio de multiplex RT-PCR, que é capaz de
simultaneamente detectar quatro principais agentes virais da truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), sendo eles, virus da necrose pancredtica infecciosa (IPNV), virus da necrose
hematopoiética infecciosa (IHNV) e sleeping disease virus (SDV). Pela primeira vez foi
registrado co-infeccdo de VHSV/SDV e IHNV/SDV na truta arco-iris.

As principais doencgas que afetam os camardes na aquicultura no mundo séo doenca da
sindrome da mancha branca WSSD, doenca da cabeca amarela (YHD), sindrome de taura (TS),
necrose hipodérmica e hematopoiética infecciosa (IHHN) e mionecrose infecciosa (IMN), todas
essas causadas por virus. Ainda hoje a PCR tem sido muito utilizada como técnica de
diagndstico para essas doencas (RAJENDRAN et al., 2016).

Novos Kits para deteccdo de virus da sindrome da mancha branca (WSSV) em camardes
tiveram resultados positivos no Reino Unido, utilizando técnicas baseadas em PCR com o
intuito de ser possivel realizar o diagnostico localmente, assim que preciso, com resultados
rapidos e eficientes e sem necessidade de laboratdrios especializados (MINARDI et al., 2019).
Bandeira (2016), teve sucesso na identificacdo de WSSV em camardo Palaemon pandaliformis
e moluscos Pomacea lineata e Melanoides tuberculatus, no Rio Paraiba, no Vale do Paraiba —
PB, Brasil, utilizando a técnica LAMP, que pode ser concluida em torno de duas horas, desde
a extracdo do DNA a andlise por eletroforese em gel. A técnica LAMP quando comparada com
a PCR se mostra mais rapida, sensivel, estavel e possui mais especificidade, além disso, também
é considerada mais barata por ndo necessitar de aparelhos sofisticados, sendo necessario certas
vezes apenas da aplicacdo de banho-maria (DHAMA et al., 2014).

A técnica LAMP vem ganhando espaco devido suas inlmeras vantagens comparada a
PCR, fazendo com que nos ultimos anos a aplicacdo e melhoria desse método venha recebendo
mais atencdo. Contudo, os métodos utilizados para detec¢cdo da amplificacdo da LAMP em sua
maioria sdo por aplicacdo de técnicas simples como eletroforese ou adigdo de agentes
fluorescentes como SYBR Green e sondas TagMan. Para tanto, a avaliacdo de técnicas
alternativas a essas tem surgido bastante e com bons resultados, com promessas de reduzir o
tempo e simplificar o processo (DHAMA et al., 2014).

Khunthong et al. (2013), desenvolveram um método para deteccdo do virus da doenca
da cabeca amarela (YHD) a partir do produto da técnica LAMP, utilizando um dispositivo de

Lateral-Flow Dipstick (LFD), que consiste em detectar a presenca de uma molécula alvo em
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amostra liquida deslocada lateralmente em fluxo laminar. O dispositivo LFD é um aparelho
portétil e capaz de gerar resultados rapidos, faceis de interpretar e com custo menor comparado
as técnicas convencionais.

Suebsing, Prombun e Kiatpathomchai (2013), elaboraram ensaio para deteccdo de
Penaeus vannamei nodavirus (PvNV) combinando a técnica LAMP com sondas contendo
nanoparticulas de ouro (gold nanoparticles probe - AuNP). Esse método proporciona a detec¢do
visual para diagndéstico positivo (solu¢do com coloracdo vermelha) e negativo (solucdo com
coloracdo azul) de PvNV na amostra, que proporciona ganho significativo de tempo além de
apresentar baixo custo para aplicacdo. Essa técnica se mostrou promissora para deteccao
simples e rapida para doengas de organismos na aquicultura.

5.2 BACTERIAS

Grande parte dos micro-organismos patogénicos que afetam a produgdo na aquicultura
mundial sdo bactérias. Uma grande parcela da comunidade cientifica da biologia molecular se
dedica ao estudo desses micro-organismos (BIRKBECK; FEIST; VERNER-JEFFREYS,
2011). As bactérias estdo presentes em todos o0s tipos de ambientes e sobrevivem bem no meio
aquatico. O grande crescimento da aquicultura mundial levou a ocorréncia de varios surtos de
doencas causadas por bactérias, resultando em perdas bilionarias por todo o mundo, provocando
incentivo para o entendimento e controle desse grupo (PRIDGEON; KLESIUS, 2012).

As bactérias em geral possuem duas estruturas responsaveis por conter suas informacdes
genéticas, sdo elas o cromossomo bacteriano, também chamado de nucletide, e os plasmideos.
Ambos sdo moléculas de DNA dupla fita geralmente circular, onde o nucledide possui genes
responsaveis pela sintese de proteinas essenciais para a célula e os plasmideos sdo bem menores
e contém apenas genes que codificam proteinas relacionadas a alguma vantagem adaptativa
como por exemplo resisténcia a certos antibidticos (SHAKIBAIE, 2009).

As vantagens que as técnicas de diagnostico molecular apresentam tem atraido os
olhares de profissionais da area da microbiologia. Os resultados que a PCR e suas variantes
vem demonstrando, sé reforcam a ideia de sua capacidade de ser altamente sensivel e pratica
(AUSTIN; AUSTIN, 2016).

Em particular, o estudo da Aeromonas salmonicida nos ultimos anos recebeu bastante
atencdo. A aplicacgéo e desenvolvimento de ensaios de PCR em tempo real para a detecgdo desse
organismo vem sendo muito comum (BARTKOVA etal., 2017). Fernandez-Alvarez, Gonzalez

e Santos (2016) foram os primeiros a registrar 0 uso dessa técnica para deteccdo de A.
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salmonicida utilizando SYBR green I, ambos apresentando como resultado alta especificidade
e velocidade de deteccéo.

Borrell et al. (1997) foram os primeiros a aplicar a técnica de polimorfismo de
comprimentos de fragmentos de restricdo (RFLP) em conjunto a PCR para diferenciar espécies
de Aeromonas. Esse método se baseava em aplicar a RFLP utilizando o gene 16S rRNA, que é
uma subunidade dos ribossomos de procariontes que apresenta baixa taxa de evolugéo no gene,
havendo assim bastante utilidade em estudos de filogenética. Posteriormente muitos trabalhos
similares foram publicados utilizando ainda esse mesmo gene para diferenciacdo de Aeromonas
(GHATAK; AGARWAL,; BHILEGAONKAR, 2007).

Recentemente Puah et al. (2018), desenvolveu um ensaio de PCR-RFLP para
diferenciacdo das espécies desse género, porém, utilizou como alvo o gene de manuten¢édo rpoD
(RNA polymerase D subunit) que foi capaz de diferenciar 27 espécies de Aeromonas. Os
autores afirmam que o uso do rpoD como alvo pode ser uma alternativa rapida, confiavel e
menos trabalhosa para o gene 16S rRNA.

Os genes do RNA ribossémico nos procariontes, assim como nos eucariontes, possuem
regides altamente conservadas que possuem potencial para identificar e classificar bactérias que
ndo sdo cultivaveis em condices in vitro (DONG et al., 2017). Entretanto, esse método pode
ndo ser eficaz na tentativa de diferenciacdo de espécies muito préximas, pois apresentam
similaridade quase idéntica dessa sequéncia genética, assim como em algumas espécies de
Vibrio (THOMPSON et al., 2009).

O uso de DNA de plasmideos pode ser capaz de auxiliar na diferenciacdo de grupos de
organismos muito préximos. Schikorski et al. (2013) desenvolveram um ensaio de PCR em
tempo real sensivel apenas para Vibrio harveyi em contraste com outras espécies proximas
(Vibrio brasiliensis, Vibrio rotiferianus, Vibrio mytili, Vibrio campbellii, Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio coralliilyticus) extraidos de abalone Haliotis tuberculata.
Utilizando em conjunto outro par de primer que possui como alvo o plasmideo pVCR1, foi
possivel detectar a cepa ORM4 de V. harveyi diferenciando de outras como LEM/07/001,
LEM/07/004, LEM/07/012 e LEM/07/013. Segundo Travers (2008), s6 ha registros da presenca
do plasmideo pVCR1 na cepa especifica ORM4 patdgena para H. tuberculata.

O uso da PCR em tempo real tem apresentado ser muito eficaz na identificagéo de Vibrio
em moluscos. McCleary e Henshilwood (2015), reproduziram satisfatoriamente a técnica para
detectar Vibrio aestuarianus em ostra-do-pacifico (Crassostrea gigas). Este molusco esta entre
as espécies mais importantes cultivadas na aquicultura mundialmente e o poder de controle de

patdgenos que os diagnosticos moleculares proporcionam, junto com sua praticidade,
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velocidade e baixo custo, sdo grandes aliados para o desenvolvimento econdmico dessa area no
mundo (WIJSMAN et al., 2019).

Modelos de diagnéstico molecular isotermais como exemplo a LAMP tem mostrado ser
os favoritos nos laboratorios que realizam essas analises, principalmente pelo fato de nao
necessitarem de termocicladores (CRAW; BALACHANDRAN, 2012). Nos ultimos anos, a
RPA que também opera isotermicamente, estd sendo bastante usada para diagnostico de
bactérias. Na aquicultura, a técnica RPA foi otimizada para detectar a presenca de V.
parahaemolyticus, o ensaio apresentou 6timos resultados quando aplicado em amostras de
molusco chinés (Sinoavacula constricta), mexilhdo (Mytilus edulis), Scapharca subcrenata,
molusco preto (Cyclina sinensis) e berbigdo (Venerupis philippinarum), a analise teve duracdo
de trinta minutos e promete bom desempenho para o diagnostico quando se tem pouco recurso
disponivel (ZHU et al., 2018). A RPA também possui potencial para controle e seguranca de
alimentos, sua aplicacdo obteve bons resultados detectando presenca de V. vulnificus em
amostras de frutos do mar frescos infectados, com tempo de anélise entre 2 e 14 minutos
(YANG et al., 2020).

A técnica de RPA além de isotérmica, possui faixa de temperatura bem baixa para iniciar
a reacdo, geralmente entre 35°C e 40°C (PIEPENBURG et al., 2006). Essa caracteristica reduz
ainda mais os custos de operacdo da analise. Porém, a RPA € relativamente nova e possui baixa
especificidade para diferenciar sequéncias muito parecidas, podendo resultar em altas taxas de
falsos positivos e negativos nesses casos (ZOU, MANSON; BOTELA, 2020).

Para realizar analises Multiplex, as técnicas PCR e LAMP ainda sdo as mais utilizadas.
Yu et al. (2013) obtiveram sucesso ao desenvolver um ensaio de LAMP para trabalhar com trés
espécies de Vibrio em uma mesma reacdo. E sua metodologia foi capaz de detectar
simultaneamente V. harveyi, Vibrio anguillarum e V. alginolyticus com sensibilidade 103 vezes
maior que PCR. A técnica multiplex para diagnéstico simultaneo de bactérias pode apresentar
resultados tdo bons quanto as analises individuais convencionais (CHAPELA et al., 2018).

Utilizando a técnica chamada microarranjo de DNA, em conjunto a PCR, foi possivel
discriminar simultaneamente oito patdgenos de peixes (Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
tarda, Flavobacterium columnare, Lactococcus garvieae, Photobacterium damselae,
Pseudomonas anguilliseptica, Streptococcus iniae e V. anguillarum) (CHANG et al., 2012).
Esse modelo consiste em quantificar e diferenciar moléculas alvo marcadas com sondas
amplificadas por PCR, assim sendo possivel detectar varios patdgenos ao mesmo tempo (YOO,;
LEE, 2008). Porém, essa técnica necessita de equipamentos sofisticados presentes apenas em

laboratdrios especializados. Zhou et al. (2014) propde uma opcdo mais barata e acessivel
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aplicando o método de microfluidos para o diagnéstico de varios patdgenos, em que foi possivel
a realizacdo de uma Multiplex-LAMP detectando 10 espécies de bactérias distintas (Nocardia
seriolae, Pseudomonas putida, S.iniae, V. alginolyticus, V. anguillarum, Vibrio fluvialis, V.
harveyi, V. parahaemolyticus, V. rotiferianus e Vibrio vulnificus).

A bactéria Renibacterium salmoninarum é o agente causador da doenca bacteriana renal
(bacterial kidney disease - BKD) que afeta salmonideos, podendo causar altas taxas de
mortalidade em fazendas. O mecanismo de acdo desse organismo ainda ndo € muito bem
compreendido, e as metodologias moleculares podem auxiliar no diagnostico precoce da
doenga (DELGHANDI; EL-MATBOULI; MENANTEAU-LEDOUBLE, 2020). A eficiéncia
da PCR em tempo real para detectar R. salmoninarum foi demonstrada a partir dos bons
resultados encontrados (PURCELL et al., 2011). Saleh, Soliman e EIl-Matbouli (2008)
demonstraram a aplicacdo da LAMP, justificando a viabilidade da técnica no diagnostico rapido

e barato.

5.3 FUNGOS

O uso de plantas e cereais como alimento na aquicultura € bem comum, porém essa agdo
pode transportar contaminantes como fungos para o sistema de cultivo aquicola (EMBABY et
al., 2015). Viegas et al. (2019), realizaram diagnostico molecular por gPCR como etapa para
montar um mapeamento da carga fungica presente no tratamento alimentar utilizado no cultivo
de ouri¢o do mar (Paracentrotus lividus) e pepino do mar (Holothuria tubulosa).

A Saprolegniose € uma doenca causada por organismos do género Saprolegnia. Esse
patdgeno normalmente afeta animais aquaticos tanto marinhos quanto de dgua doce, podendo
causar lesdes superficiais na pele e branquias (YANONG, 2003). A conducéo de diagnésticos
por PCR utilizando como sequéncias alvo os espacadores internos transcritos (Internal
transcribed spacer - ITS) dos genes de RNA ribossomais (rRNA) sdo ferramentas Gteis para a
identificacdo desses organismos. Jaies et al. (2020) utilizaram primers para detectar a presenca
das regides ITS1 e ITS2 do gene ribossomal da espécie Saprolegnia parasitica em amostras de
tecido de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). A utilizacdo de ITS como marcadores para
primers em qPCR e qLAMP podem ser utilizadas para quantificar os niveis de presenca de
Saprolegnia sp. em uma amostra de agua de sistemas de aquicultura (GHOSH, 2019). O uso de
ITS:e ITSz assim como o gene 5.8S rRNA também é aplicado para detectar presenga de
Aphanomyces astaci por PCR (REZINCIUC et al., 2014).
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O microsporidio Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) é o causador da doenca
microsporidiose hepatopancreética (Hepatopancreatic microsporidiosis - HPM). Recentemente
tém sido reportado crescente presenca deste organismo em cultivos de camardes peneideos
(Penaeus monodon e Penaeus vannamei) (SRITUNYALUCKSANA et al., 2014). Tang et al.
(2015) desenvolveram um ensaio de PCR que possui como alvo a regido do gene 18S rRNA de
EHP, foi possivel detectar a presenca do parasita em amostras de tecido, fezes e dgua de cultivo.
Foi desenvolvido uma gPCR utilizando SYBR Green | para detectar amostras contaminadas
com EHP (LIU et al., 2016). Foi possivel realizar diagnostico de EHP em P. vannamei
desenvolvendo ensaio de qPCR possuindo como alvo subunidade ribossomal de DNA SSU
(small subunit rDNA), utilizando TagMan como sonda (L1U et al., 2018). A deteccéo de EHP
foi através da técnica gLAMP que € possivel ser finalizada com eficacia em aproximadamente
vinte minutos sem nenhum tipo de equipamento especial, apresentando grande potencial para

analises em locais proximo a cultivos (MA et al., 2019).

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os custos para realizacdo de diagndsticos moleculares mais convencionais como a PCR
ainda sdo bem altos. A necessidade do uso de equipamentos sofisticados dificulta a
acessibilidade da técnica, assim como o elevado preco dos reagentes necessarios para a
amplificacdo. Entretanto, conforme o tamanho do sistema de cultivo e o valor investido no
negdcio, pode ser justificavel a aplicacdo dessas técnicas para o controle e mitigacao de surtos
de doencas com o proposito de diminuir os riscos de perdas por mortalidade. Mesmo que com
preco elevado, a PCR apresenta eficiéncia muito mais elevada que os métodos convencionais
de diagndstico, os resultados ficam prontos muito mais rapido, além de garantir resultados
muito mais confiaveis. As técnicas de diagndstico molecular estdo caminhando para alcangarem
patamar mais simples e acessivel, possibilitando o diagndstico de patbgenos em campo ser mais
eficiente. O surgimento das técnicas isotermais como LAMP e RPA mudaram a ideia de alto
custo para os diagnosticos moleculares. A capacidade de serem conduzidas sem a oscilagéo de
temperatura removeu a necessidade do uso de termocicladores para a pratica. Em particular, a
RPA apresenta simplicidade ainda maior na sua aplicacdo, que € a capacidade de ser realizada
em temperatura ambiente. Contudo, essas técnicas até entdo sdo muito novas, necessitando da
definicdo de metodologias para diagnodstico de uma diversidade de organismos.

O desenvolvimento de ferramentas para diagndstico molecular de patégenos na

aquicultura estd em constante avango. O aprimoramento das ferramentas existentes e o
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desenvolvimento de novas técnicas estdo proporcionando analises bem mais simples, rapidas,
baratas e eficientes. Porém, a aplicacdo dessas técnicas ainda é majoritariamente presente na
area da pesquisa e pouco aplicadas em campo. Mesmo com o0 aumento da simplicidade das
ferramentas, em geral, ainda sdo populares muitos diagndsticos moleculares mais
convencionais que necessitam de entendimento técnico sobre o assunto.

Como obstaculo, é necessario que se tenha conhecimento e experiéncia na area
principalmente para realizar o desenvolvimento de primers, no preparo dos materiais e nas
analises dos resultados, o que pode causar desinteresse na implementacdo dessas praticas nos
setores aquicolas de menor porte. Porém, cada vez mais 0os métodos moleculares estdo sendo
capazes de serem realizados sem equipamentos sofisticados, com poucas etapas, mais rapidos
e com resultados mais simples de observar. Foi mostrado que é possivel o desenvolvimento de
Kits prontos, técnicas isotérmicas e colorimétricas para facilitar o processo de diagnostico, dessa
forma, o fomento para desenvolvimento e pesquisa nesse ambito pode ser um grande aliado
para a popularizacdo dessa pratica na aquicultura.

Atualmente, as ferramentas para diagndstico molecular de patégenos na aquicultura
apresentam otima aplicabilidade no setor. As andlises oferecem resultados muito mais rapidos,
com especificidade e sensibilidade na detecgcdo de organismos patogénicos. As bases de dados
genéticos e softwares para desenvolvimento de ensaios que existem hoje sdo essenciais para
realizacdo das técnicas de amplificacdo. O nivel tecnologico em que 0 mundo se encontra hoje
é ideal para se trabalhar com metodologias moleculares devido a grande carga de dados e
analises que sdo possiveis de serem realizadas.

Nos ultimos anos, o numero de publicacBes aplicando novas técnicas de diagnostico
molecular na aquicultura e a diversificacdo de estudos de diferentes patdgenos, vem
aumentando consideravelmente. Porém, o numero de publicacdes resumindo e descrevendo
essas técnicas e também a aplicacdo das mesmas em fazendas de cultivo, sdo baixos. Entretanto,
o diagndstico molecular de patégenos vem aos poucos ganhando seu espago na aquicultura. O
incentivo para adocdo dessas técnicas no controle de doencas em cultivos e publicacdo dos

resultados, principalmente econémicos, podem ajudar a estimular sua aplica¢do no setor.
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Capitulo 9. Aplicagdes de técnicas envolvendo PCR no diagndéstico de doencas infecciosas em equinos

1 INTRODUCAO

As infeccBes em equinos podem apresentar como agentes etioldgicos: virus, fungos,
bactérias e protozoarios. Considerando que as doencas ocasionadas por esses diferentes micro-
organismos podem variar quanto a sua viruléncia e patogenicidade, o diagndstico precoce
possibilita o inicio do tratamento e o aumento das chances do sucesso terapéutico. Além disso,
o0 diagnostico precoce evita a disseminacdo ampla das doengas, incluindo aquelas provocadas
por micro-organismos com maior potencial de viruléncia e de notificagéo obrigatoria, como as
zoonoses (OIE, 2021; RAJAPAKSHA et al., 2019).

As analises laboratoriais associadas aos exames clinicos auxiliam o médico veterinario
no diagnostico precoce das doencas supracitadas. Entre as técnicas de diagndstico
microbioldgico, as analises laboratoriais envolvendo a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
possibilitam deteccdo e quantificacdo altamente sensivel, especifica e rapida de genomas
microbianos. Entretanto, para a obtencao do diagnostico correto é importante considerar que 0s
resultados obtidos a partir das técnicas envolvendo PCR podem apresentar variacdes em funcao
das diferentes etapas da analise, entre elas, o preparo e 0 armazenamento da amostra (BUENO
et al., 2020; ZHUSSUPOVA, 2016).

Sendo assim, torna-se fundamental o estabelecimento de procedimentos operacionais
padrdo para a realizacdo das andlises laboratoriais visando minimizar erros durante o processo.
Nos Laboratérios Clinicos de Diagnostico Veterindrio sdo recomendadas a execucao das
seguintes etapas: 1) fase pré-analitica - precede a analise laboratorial e compreende a requisicdo
do exame, o preparo do animal, a obtencdo da amostra, sua conservacdo e transporte ao
laboratdrio; 2) fase analitica que consiste na etapa técnica do preparo e processamento da
amostra e 3) fase pos-analitica que consiste na elaboragdo e emissdo do laudo técnico que sera
entregue ao meédico-veterinario para auxiliar na interpretacdo dos dados clinicos do animal
(BRASIL, 2020).

Neste capitulo sera abordado o uso da PCR classica, bem como os métodos mais
modernos da técnica e suas limitagdes no diagnostico de doengas provocadas por diferentes

agentes etioldgicos em equideos.

2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) foi

desenvolvida pelo bioguimico Kary Banks Mullis em 1983, obtendo o reconhecimento ao
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ganhar o prémio Nobel de Quimica em 1993. A técnica consiste na sintese enzimatica in vitro
de cdpias de fragmentos especificos de acidos nucléicos, de forma logaritmica e controlada, a
fim de amplificar o DNA alvo para niveis detectaveis. Por meio de etapas de variacdo de
temperatura, ocorre uma reagdo em cadeia, na qual uma molécula de DNA é usada para produzir
duas cdpias, em seguida quatro coOpias, depois oito e, assim, sucessivamente (Figura 1)
(OLIVEIRA et al., 2007).

Desnaturacio Anelamento Extensio 1° Ciclo

oy
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Figura 1 — Etapas da PCR: desnaturacdo, anelamento e extensdo de amostras de DNA presentes
na reacdo, resultando em mdltiplas cépias de regides especificas. A analise do produto

amplificado é realizada através de eletroforese em gel de agarose.
Fonte: Os autores.

A realizacdo da PCR requer: 1) DNA previamente extraido, que contém a amostra de
DNA alvo a ser amplificado; 2) Primers - sequéncia de iniciadores especificos utilizado, em
pares, para hibridizar com o DNA da amostra e definir a regido do DNA que sera amplificada;
3) Enzima Taqg polimerase ou outra DNA-polimerase utilizada na polimerizacdo de novas
cadeias de DNA; 4) Desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) a partir dos quais a DNA
polimerase sintetiza uma nova fita de DNA; 5) Solucdo tampédo que assegura condicdes
adequadas para a atividade e estabilidade enzimatica; 6) Cations bivalentes, tais como ions de
magnésio ou manganés, utilizados como cofator para a Tag DNA polimerase; 7) Cations
monovalentes, sendo tipicamente usado ions de potassio (HAAS; TORRES, 2016;
ZHUSSUPOVA, 2016).

Tipicamente, a PCR consiste de uma série de 20-40 variagdes repetidas de temperaturas,
chamadas ciclos, com cada ciclo comumente consistindo de 2-3 estagios de temperatura

distintos. As temperaturas usadas e a duragdo em cada ciclo dependem de parametros como a
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enzima usada para a sintese de DNA, a concentragéo de ions divalentes e dNTPs na reacéo e da
temperatura de anelamento (HAAS; TORRES, 2016; ZHUSSUPOVA, 2016).

O processo in vitro consiste nas seguintes etapas:

- Etapa de inicializacdo (apenas necessaria para polimerases de DNA que requerem
ativacdo por calor): esta etapa consiste em aquecer o0 meio reacional a temperatura de 94-96 °C
(ou 98 °C, se forem utilizadas polimerases extremamente termostéticas) por 1-9 minutos
(OLIVEIRA et al., 2007).

- Etapa de desnaturacéo: consiste em aquecer a reagdo a 94-98 °C por 20-30 segundos,
resultando na separagdo, ou desnaturacdo, das fitas de DNA. Isso produz um molde de fita
simples para a proxima etapa (OLIVEIRA et al., 2007).

- Etapa de anelamento: a temperatura da reacdo € reduzida para 50-65 °C durante 20-
40 segundos, permitindo o anelamento dos primers as suas sequéncias complementares no
DNA molde de fita simples. A temperatura de anelamento usada na PCR depende do
comprimento e composi¢do (conteido de citosina/guanina) dos primers
(HAAS; TORRES, 2016; WARFORD et al., 1988), sendo recomendado que a temperatura de
anelamento seja 1 a 5 °C abaixo do valor de Tm (melting temperature). Tm é a temperatura na
qual 50% das moléculas do conjunto primer/DNA estdo separadas e as outras 50% ainda estao
hibridizadas (BAUMFORTH et al., 1999; HAAS; TORRES, 2016). O uso de temperatura de
anelamento muito baixa resulta na amplificacdo de fragmentos inespecificos, enquanto que
temperatura de anelamento muito acima da Tm, pode impedir o anelamento dos primers,
resultando em pouco ou nenhum produto amplificado (BAUMFORTH et al., 1999).

- Etapa de extensdo/ alongamento: a temperatura neste passo depende da DNA
polimerase utilizada; embora a temperatura de 72 °C seja comumente usada. Nesta etapa, a
DNA polimerase sintetiza uma nova fita de DNA complementar a fita molde de DNA,
adicionando dNTPs que sdo complementares a fita molde no sentido 5' a 3'. O tempo de
extensdo e alongamento depende da DNA polimerase usada e do comprimento do fragmento
de DNA a ser amplificado (OLIVEIRA et al., 2007).

As etapas de desnaturagdo, anelamento e alongamento constituem um Unico ciclo. A
repeticdo dessas etapas, por cerca de 20 a 40 ciclos, permite a amplificacdo de milhares de
segmentos especificos de DNA (PASSAGLIA; ZAHA, 2001). A férmula usada para calcular o
namero de copias de DNA formado apds um determinado ndmero de ciclos é 2", onde n é o
namero de ciclos. A cada ciclo, a quantidade de fragmentos de DNA na reacdo dobra
(OLIVEIRA et al., 2007).
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- Alongamento final: esta etapa é normalmente realizada a temperatura de 70-74 °C
durante 5-15 minutos apds o tltimo ciclo de PCR, para garantir que todo o0 DNA de fita simples
remanescente seja completamente alongado (OLIVEIRA et al., 2007).

- Resfriamento (etapa final): consiste em resfriar a reacdo a 4-15 °C por tempo
indeterminado, e pode ser empregado para 0 armazenamento a curto prazo dos produtos de PCR
(OLIVEIRA et al., 2007).

Para verificar se a PCR gerou o fragmento de DNA esperado, o produto pode ser
analisado por meio de eletroforese em gel de agarose. A eletroforese permite a separacédo de
fragmentos de DNA de acordo com seu tamanho por meio de uma matriz de gel. Moléculas
menores se movem mais rapido quando comparado as moléculas maiores, devido sua facilidade
de migrarem através dos poros do gel. O tamanho do produto de PCR é determinado por
comparagdo com um marcador de peso molecular, que sdo fragmentos de DNA de tamanhos
conhecidos e comercialmente disponiveis (MADDOCKS; JENKINS, 2017).

2.1 PCR MULTIPLEX

A PCR multiplex consiste em uma PCR em que dois ou mais alvos sdo detectados na
mesma reacao, sendo possivel avaliar a expressdo de varios genes a0 mesmo tempo ou genes

de origens multiplas na mesma amostra (Figura 2).

Primer A Primer B Primer C
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Gene A Gene B ; Gene C
e ]
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Figura 2 — Vis&o geral do sistema de PCR multiplex.
Fonte: Os autores.
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Nesse caso, dois ou mais pares de primers sdo usados em uma Unica reacdo, permitindo
amplificacdo de vérios alvos de DNA. Esta abordagem possibilita a utilizacdo de menor
quantidade de DNA molde para o diagnostico o que, contribui para a reducdo do tempo de
analise e, consequentemente, para a diminuicdo de custos (SINT; RASO; TRAUGOTT, 2012).

Por outro lado, as condic¢des de reacdo para a utilizagdo de dois ou mais conjuntos de
primers em uma mesma reagédo deve ser otimizado para minimizar as interacdes entre primers
e falsos alvos de DNA. Além disso, como multiplos alvos sdo amplificados num Unico tubo
simultaneamente, é importante que os primers de um alvo ndo interajam com outros alvos ou
primers. Caso ocorra interacdes, a amplificacdo podera ser afetada (LEE; SHIN; ZHANG,
2007; PESTANA et al., 2010).

O sistema de PCR multiplex tem sido usado como um método valioso para diagnéstico
e identificacdo de patdgenos tais como de bactérias, fungos e virus de interesse em veterinaria,
fornecendo a capacidade de detectar mais de um agente infeccioso em um Unico ensaio
(PESTANA et al., 2010). Como varios alvos sdo usados para a identificacdo, a confianca dos
resultados € maior quando comparado aos ensaios de PCR convencional (SINT; RASO;
TRAUGOTT, 2012). Métodos que produzem resultados em uma Unica reacdo sdo altamente
propensos a resultados falsos negativos, que sdéo menos provaveis de ocorrer em PCR multiplex
com varias regides-alvo para cada patégeno (OLIVEIRA et al., 2007).

2.2 PCR EM TEMPO REAL

A PCR em tempo real surgiu no inicio da década de 1990 com o propésito de monitorar
o0 progresso de amplificacdo de fragmentos de DNA em tempo real e sem a necessidade de
etapas pds amplificacdo como a corrida em gel de agarose (VALASEK; REPA, 2005). Por ser
uma técnica mais sensivel, esta possibilita a deteccdo de acidos nucléicos em niveis bem
inferiores aos detectados pela PCR convencional (RAJAPAKSHA, 2019; VALASEK; REPA,
2005).

O instrumento utilizado para o desenvolvimento da PCR em tempo real (qPCR) é
composto por um termociclador acoplado a uma fonte de luz de excitagdo (lampada, laser ou
LED), sistema de deteccdo de fluorescéncia e um software que registra os dados de
fluorescéncia construindo uma curva de amplificacdo de DNA (NAVARRO et al., 2015). A
intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado
(RAJAPAKSHA, 2019) e refere-se a quantidade de molécula de DNA dupla fita em
determinado momento (KRALIK; RICCHI, 2017).
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O gréfico de amplificacdo da PCR em tempo real apresenta uma curva sigmoidal,
composta por uma fase de linha de base, fase exponencial e o platd (QUAN; SAUZADE;
BROUZES, 2018) (Figura 3A). O software acoplado ao instrumento gera uma linha na fase
exponencial de amplificacdo conhecida como threshold e o valor de Ct, utilizado na analise dos
dados, corresponde ao numero de ciclos que a amostra foi submetida até atingir essa linha.
Quanto maior a quantidade de alvo de DNA como material inicial, mais rapido o sinal de
fluorescéncia aparece, produzindo um menor valor Ct (WONG; MEDRANO, 2005).

Os fragmentos de DNA amplificados podem ser visualizados por meio de corantes
fluorescentes, ndo especificos e intercalantes de DNA dupla fita (dSDNA), como SYBR green
I ou por meio de sondas oligonucleotidicas marcadas com fluorescéncia como sonda TagMan
(KRALIK; RICCHI, 2017; NAVARRO et al., 2015). Essas duas estratégias sdo utilizadas para
deteccdo de patdgenos, porém a baseada em sondas € mais prevalente por ser mais especifica e
por ter menor probabilidade de detectar produtos ndo especificos (KRALIK; RICCHI, 2017).
Entretanto, os corantes intercalantes sdo bem mais baratos do que a tecnologia baseada em
sondas e podem ser utilizados em ensaios que avaliam diferentes genes (WONG; MEDRANO,
2005).

2.3 SYBR GREEN

Existem diferentes corantes fluorescentes intercalantes de DNA, porém o SYBR green
| € mais utilizado nas analises de PCR em tempo real (NAVARRO et al., 2015). SYBR green |
liga-se ao dsDNA e o complexo DNA-corante absorve no comprimento de onda maximo de
497 nm (luz azul) e emite no comprimento de onda maximo de 520 nm (luz verde) (NAVARRO
et al., 2015; WILHELM; PINGOUD, 2003). A emissdo de fluorescéncia é 1.000 vezes maior
guando corante esta presente no complexo do que quando livre em solucdo (VALASEK; REPA,
2005). Portanto, quanto maior a quantidade de dsDNA presente no tubo de reagdo, maior a
quantidade de ligacdo ao DNA e maior o sinal fluorescente (VALASEK; REPA, 2005).

Como o sistema de detecgdo através do SYBER GREEN | permite a ligacdo desse
corante fluorescente a qualquer molécula de fita dupla, isso faz com que esse agente intercalante
possa detectar tanto alvos especificos como nao especificos (NAVARRO et al., 2015). Assim
faz necessario o desenvolvimento da curva de dissociagdo (também conhecida como curva de
melting) logo apds a amplificagdo do DNA. Nesse processo as moléculas passam por aumento
de temperatura (por exemplo de 60 a 95 graus) e a emissdo de fluorescéncia é monitorada

durante essa analise (NAVARRO et al., 2015). Quando as moléculas atingem a temperatura de
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melting (Tm) metade dos produtos do PCR encontram-se unidos e a outra metade dissociada,
depois desse ponto o sinal de fluorescéncia decai decorrente da dissociagdo do corante. Esse
ponto de melting (Tm) é dependente do tamanho do produto e/ou composic¢édo de nucleotideos,
apresentam picos distintos no grafico da derivada de fluorescéncia versus a temperatura de
acordo com cada produto de amplificacdo (NAVARRO et al., 2015; VALASEK; REPA, 2005).
Por meio da curva de melting pode-se visualizar se tem apenas um produto de amplificacdo
através da observacao de apenas um pico na curva de dissociacdo (Figura 3B). Se tiver presente
outros produtos de amplificagdo nédo especificos ou dimeros de primers verifica-se a presenca
de dois ou mais picos, que geralmente aparecem antes do pico do produto especifico devido a
desnaturagdo ocorrer em temperaturas mais baixas (NAVARRO et al., 2015; VALASEK;
REPA, 2005).
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Figura 3 — Grafico de amplificacdo (A). Curva de dissociacdo ou curva de melting (B).
Fonte: Os autores.

2.4 TAQMAN

A sonda de hidrélise conhecida como TagMan é complementar a sequéncia alvo, na
regido 5’ e possui um fluoréforo doador (reporter) e na regido 3’ um fluoréforo receptor,
tambem conhecido como quencher (WILHELM; PINGOUD, 2003). Quando o quencher esta
proximo do reporter, ligados por um mesmo oligonucleotideo curto, essa molécula absorve o
sinal de fluorescéncia do repdrter (VALASEK; REPA, 2005). A Figura 4 representa 0 processo
que ocorre durante a extensao, onde a enzima DNA polimerase (atividade 5’ -3 exonuclease)

degrada a sonda e separa o repoérter do inibidor, permitindo que o sinal de fluorescéncia seja
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emitido, e esse processo € repetido a cada ciclo (NAVARRO et al., 2015; VALASEK; REPA,
2005). Dentre os fluoro6foros doadores citam-se o0 FAM, VIC, NED e fluoroforos quencher,
TAMRA, DABCYL e BHQ (VALASEK; REPA, 2005; WILHELM; PINGOUD, 2003).

£ 2

DNA
polimerase

Figura 4 — A enzima DNA polimerase hidrolisa a sonda TagMan durante a amplificacdo da
sequéncia alvo, separando o quencher (Q) do repdrter (R) e permitindo a medida do sinal de

fluorescéncia.
Fonte: Os autores.

3 APLICACOES DA PCR NO DIAGNOSTICO DE DOENCAS INFECCIOSAS EM
EQUIDEOS

Na Tabela 1 encontram-se 0s agentes etioldgicos, as amostras clinicas e as técnicas de
deteccdo baseadas em PCR que foram utilizadas, bem como a eficiéncia do diagnostico para
diferentes doencas infecciosas em equinos. A variagdo observada para a eficiéncia do
diagnostico pode estar relacionada diretamente a amostra clinica, as caracteristicas genéticas
dos agentes etioldgicos ou mesmo a limitacdo da técnica utilizada, assunto também abordado
neste topico.

Tabela 1 - Agentes etiolégicos, amostras clinicas, técnicas de deteccdo envolvendo PCR bem
como a eficiéncia do diagndstico para diferentes doencas infecciosas em equideos (continua).

Doenca/agente Amostra Técnica de Eficiéncia do Referéncia
etioldgico clinica deteccéo diagnostico
RT-PCR 100% Anzali, (I-zlggg)e Niwa
Secrecdo nasal
RT-PCR 78,1% Gomes et al. (2019)
Adenite
Sajlne Amostras de SR
Streptococcus  ¢asos clinicos 93,9% Webb et al. (2013)
equi . tempo real
suspeitos
Amostra de PCR em
esfregaco tempo real 95% Cordoni et al. (2015)
clinico multiplex
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Tabela 1 - Agentes etioldgicos, amostras clinicas, técnicas de deteccdo envolvendo PCR bem
como a eficiéncia do diagnostico para diferentes doencas infecciosas em equideos (continua).

Doenca/agente Amostra

Técnica de Eficiéncia do

etioldgico clinica deteccao diagndstico RE TR
Sangue
periférico,
fragmentos de  Nested PCR 100% Bueno et al. (2020)
baco, pulméo,
rim e figado
Células
mononucleares 0 Romo-Saenz et al.
de sangue Nested PCR 83-93% (2021)
periférico
_A]:nemia Células
Infecclosa  mononucleares 0
~equina do sangue Nested PCR 70% Santos et al. (2011)
infecciosa equina
Sangue 0 Nagarajan e Simard
periférico MESEE [FEIR lee (2001)
Células de
sangue Nested PCR 100% Dong et al. (2012)
periférico
Amostra de PCR em i Quinlivan, Cook e
tecido, plasma  tempo real Cullinane (2007)
Sémen gqRT-PCR 65% Lazi¢ et al. (2017)
Plasma seminal .
~ Tagman gRT- 0 Balasuriya et al.
e secreges PCR 100% (2002)
nasais
o St-Laurent, Morin e
- 0, !
Arterite viral Semen RT-PCR 100% Archambault (1994)
Virus da Socha. Larsk
arterite A - 0 ocha, Larska €
Sémen gRT-PCR 31,7% Rola (2020)
Samen 93,4% e 42,6%
Fluido de PCR em (sémen)
cultura de tempo real — 100% e 95,2% Lu et al. (2008)
. TagMan (Fluido de cultura
tecido .
de tecido)
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Tabela 1 - Agentes etioldgicos, amostras clinicas, técnicas de detec¢cdo envolvendo PCR bem
como a eficiéncia do diagndstico para diferentes doencas infecciosas em equideos (continua).

Doenca/agente Amostra Técnica de Eficiéncia do A

O _ ~ S Referéncia
etiologico clinica deteccéo diagnostico
Taylorella

equigenitalis 97%;

Endometrite T. asinigenitalis

Variados Amostras de

91%; ]
(fun,gps, esfregtatlgo gqRT-PCR B Léon et al. (2020)
b?cter!ag, genita aeruginosa 79%;
protozoarios) Klebsiella

pneumonia 82,5%

Secrecdo
Endometrite  uterina, tecido  Nested PCR 100% Nervo et al. (2019)
Variados endometrial
(fungos,
bactérias, Amostra de PCR em
protozoarios) esfregaco tempo real 100% Ousey et al. (2009)
genital Tagman
Secrecao i 0 Oxburgh e
Influenza respiratoria R Ll Hagstrém (1999)
Virus da
influenza A _ PCR em tempo i Acevedo et al.
real —Sybr green | (2018)
. Falcdo, Silva e
- 0, !
Soro sanguineo RT-PCR 100% Mota (2019)
Cavalo/ égua
doente com PCR Multiplex 100% Lee, V\ég%% e Yap
Mormo mormo ( )
Burkholderia
mallei Cavalo/ égua 99%
doente com PCR Multiplex Janse et al. (2013)
98,7%
mormo
Amostra de PCR em tempo Alta Fonseca Junior et
tecido real eficiéncia al. (2021)
. Soro sanguineo Tagman gRT-PCR  31,4% Jaffer et al. (2010)
Piroplasmose
Theileria equi e
Babesia caballi Sangue tot,aI e GRT-PCR 90,5% Lobanov et al.
soro sanguineo 7,9% (2018)
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Tabela 1 - Agentes etioldgicos, amostras clinicas, técnicas de deteccdo envolvendo PCR bem
como a eficiéncia do diagnostico para diferentes doencas infecciosas em equideos (conclusao).

Doenca/agente Amostra Técnica de Eficiéncia do A
EO _ ~ . Referéncia
etiologico clinica deteccéo diagnostico
PCR em tempo 8% e
real Tagman 80% Bhoora et al. (2010)
Piroplasmose PCR em tempo
Theileria equi e Sangue real multiplex 42,9% Canino et al. (2019)
Babesia caballi Tagman
FORE IS 100% Kim et al. (2008)
real Tagman
. Nested PCR 100% Botton et al. (2011)
Pitiose Amostra de
Pythium tecido
RT-PCR 100%
insidiosum lesionado . Tartor et al. (2020
PCR Multiplex 100% ( )

Fonte: Os autores.

3.1 VIRUS

A anemia infecciosa equina (Equine infectious anemia - EIA), é uma doenca causada
pelo virus da anemia infecciosa equina (Equine infectious anemia virus - EIAV) a qual sua
patogénese, bem como a resposta imunoldgica contra o virus, ndo € totalmente compreendida
(BUENO et al., 2020). Estes autores analisaram tecidos do baco, figado, pulmdes e rins de
equideos EIAV-positivos, armazenados em solucdo de RNAlater ou de formalina a 10%. Apds
a extracdo do material genético das diferentes amostras, observou-se que os produtos de PCR
foram detectados apenas a partir dos tecidos armazenados em solucdo de RNAlater. A solugéo
de formalina possui o formaldeido como seu principal constituinte. Este composto, geralmente
induz processos de reticulagdo em DNA, RNA e proteinas, além de nacleos acidos tenderem a
ser mais fragmentados quando uma solugdo fixadora ndo tamponada € utilizada, o que explica
a deteccdo ineficiente de EIAV nos tecidos armazenados por este método. Capomaccio et al.
(2012) ressalta outro ponto importante no uso de métodos moleculares como a PCR e
hibridizacdo in situ. Segundo os autores, a limitacdo por falta de conhecimento sobre a
variabilidade genética do virus, o que aparentemente é significativo entre diferentes regides

geograficas, pode levar a resultados erroneos.
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Lazi¢ et al. (2017) utilizaram a PCR para investigar a circulagdo e a caracterizagao
molecular do virus da arterite equina (Equine arteritis virus- EAV) isolado da populacdo de
cavalos na Sérvia. Amostras de sémen foram coletados usando uma vagina artificial sendo que
as amostras de sémen positivas para a PCR foram submetidas ao sequenciamento. Para a PCR,
0 RNA foi extraido do sémen e analisado por RT-gPCR visando um porcdo do gene da
nucleoproteina (N) do EAV e o RNA de amostras positivas foi transcrito em cDNA. Entretanto,
algumas amostras de sémen com sorologia positiva para EAV ndo puderam ser extraidas e
amplificadas, provavelmente, devido ao atraso entre a data de coleta e a data de congelamento.
Os autores observaram que: 1) a técnica da PCR pode ser utilizada para detecdo de patégenos
transmissiveis por meio do sémen de animais mantidos para fins de inseminacéo artificial; 2)
machos podem transmitir diretamente o virus para éguas durante o acasalamento e 3) éguas
cobertas sdo susceptiveis a transmitir o virus a outros cavalos no estabulo pela via respiratoria
apos o contato direto.

O virus da influenza A equina é responsavel por uma doenca respiratéria altamente
contagiosa em cavalos — a influenza equina. Segundo Acevedo et al. (2018), os ensaios da
transcriptase reversa acoplado a reacdo em cadeia da polimerase (reverse transcriptase
polymerase chain reaction - RT-PCR) e RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) vém sendo
amplamente utilizados como alternativa confidvel ao isolamento do virus para o diagnéstico da
influenza equina. Como uma vantagem significativa destas técnicas, tanto a RT-PCR quanto a
gRT-PCR possibilitam a amplificacdo do material genético em regido especifica para o virus
da influenza equina. O principal desafio em casos de infecc¢do do trato respiratorio é determinar
a natureza contagiosa da doenga, a fim de controlar adequadamente o animal afetado e reduzir
0 risco de exposicdo a outros cavalos. Isso requer a disponibilidade de testes de diagnostico
rapidos e confiaveis. A tecnologia em tempo real fornece detec¢do e quantificacdo altamente
sensivel, especifica e rapida de genomas virais e pode ser realizada com baixo risco de

contaminagdo a um custo razoavel.

3.2 BACTERIAS

Mormo € uma doenca infectocontagiosa incuravel provocada pela Burkholderia mallei.
Essa bactéria é responsavel por lesdes respiratérias, linfaticas e cutaneas, principalmente, em
equideos. A transmissdo pode ocorrer por contato direto com animais infectados, aerosséis ou
secrecBes de animais doentes. O diagndstico é realizado por exames clinicos e testes

laboratoriais, como a PCR, que podem ser utilizados mediante autorizacdo do Ministério da
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Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Resultados positivos na PCR sao
incontestaveis, pois 0 DNA B. mallei est4 presente na amostra analisada, comprovando a
presenca da bactéria. Entretanto, resultados negativos ndo séo confirmatdrios, pois nem sempre
existe DNA em quantidade suficiente para deteccdo na amostra analisada. Desta forma, o
monitoramento dos fatores de riscos associados, da presenca da doenga na regido e dos animais
s&o medidas essenciais para o controle e erradicacio dessa doenca (FALCAO; SILVA; MOTA,
2019).

3.3 PROTOZOARIO

A piroplasmose equina € uma doenca provocada pelos hemoprotozoarios Theileria equi
e Babesia caballi transmitidas por carrapatos presentes, principalmente, em areas tropicais e
subtropicais da Africa, América e Asia (CANINO et al., 2019). Jaffer et al. (2010) realizaram
um estudo utilizando a qPCR e a pesquisa de anticorpos, por testes sorolégicos convencionais,
para o diagnostico de piroplasmose equina em amostras soroldgicas de cavalos infectados. Os
resultados da qPCR foram positivos para a maioria dos animais que apresentaram anticorpos
nos testes soroldgicos convencionais. Entretanto, um pequeno percentual de animais foi
negativos na qPCR e positivos nos testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos. Isto pode
ocorrer devido a presenca de anticorpos mesmo apo6s a eliminacdo dos protozoarios. Por outro
lado, testes de qPCR foram positivos para animais 0s quais os testes sorolégicos de pesquisa de
anticorpos foram negativos, demostrando que 0s anticorpos podem ainda ndo ter se

desenvolvido, indicando uma infecgéo recente.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da PCR no diagnéstico das infeccbes de etiologia microbiana representa uma
alternativa confiavel as técnicas convencionais. A deteccdo e quantificacdo altamente sensivel,
especifica e rapida de genomas microbianos permitem um diagnéstico precoce e possibilita a
adocgdo de medidas profilaticas e terapéuticas que refletem na saude animal e na economia.
Entretanto, deve-se levar em consideracdo as limitacbes das técnicas quanto a obtencao,
conservacao e transporte das amostras, a quantidade de material genético e a padronizagédo dos
protocolos. Outros pontos relevantes sdo as limitagdes associadas as diferentes cepas e a

variabilidade genética natural ou provocada por muta¢Ges no genoma do micro-organismo.
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Desta forma o uso da PCR no diagnéstico € uma estratégia interessante quando
associado aos dados clinicos do animal, ao estudo epidemiol6gico da doenca e aos fatores de

riscos associados a presenca da doenca na regido.
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Capitulo 10. Atualiza¢tes no diagndstico da leishmaniose canina

1 INTRODUCAO

O diagnostico de leishmaniose classico tem sido pautado no isolamento, visualizagao e
cultura do parasito a partir de material bioldégico de um hospedeiro suspeito de infecgao.
Quando positivo, ¢ indiscutivel e independente da presenca de sintomatologia clinica,
classificando o hospedeiro como potencial reservatorio ou hospedeiro final do parasito.
Entretanto, nas diferentes apresentagdes clinicas da leishmaniose (viscerais e cutaneas) causada
por diversas espécies do género Leishmania, a auséncia de isolamento, visualizagdo e cultura
do parasito por motivos diversos, ndo exclui a presenca do parasito no hospedeiro. Haja visto
que, particularmente nas apresentagdes clinicas cronicas ou assintomadticas da leishmaniose,
tanto para a forma visceral como cutdnea de hospedeiros responsivos imunologicamente,
principalmente via imunidade celular, a quantidade de parasitos presentes pode ser minima e
estar confinado a um determinado 6rgdo inacessivel enquanto hospedeiro vivo (BRASIL, 2014;
BRASIL, 2017; BRASIL 2019a).

Em casos em que ndo se exclui a presenga do parasito, as técnicas convencionais que
identificam a presenca do mesmo podem falhar ou sdo passiveis de induzir a resultados falso
negativos. Para estes quadros de grande valia as técnicas de identificacdo para quantidades
minimas de 4acidos nucleicos do parasito ou mesmo avaliagdo por respostas soroldgicas
especificas, como ¢ preconizado pelo recente Guia de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude, que ¢ utilizado como referéncia principal para este estudo (BRASIL, 2019a).

Certamente, as técnicas moleculares e sorologicas também podem induzir a erros de
diagnostico quando ndo contextualizadas no quadro clinico do paciente e geralmente devem ser
interpretadas considerando mais de uma técnica laboratorial. Assim, deve-se considerar que ndo
basta simplesmente solicitar exames laboratoriais, por mais especificos que sejam, devendo-se
sempre contextualizar o resultado com o quadro clinico do paciente. Entdo, tendo em vista as
consideragdes acima, a seguir serdo apresentadas informacdes gerais sobre a leishmaniose,
seguido da descrigao de modalidades tradicionais de diagndstico assim como algumas técnicas
mais especificas e elaboradas, acompanhadas de algumas consideragdes sobre lacunas destas

técnicas.

2 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao doengas infecciosas com transmissao vetorial de carater zoonotico

causadas por protozoarios flagelados do género Leishmania sp. pertencente a familia
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Trypanossomidae (AGUIAR; MEDEIROS, 2003). Sua distribuicao ¢ global e endémica em
mais de 98 paises, sendo o maior nimero de casos reportados nos continentes Africano, Asiatico
e Americano. Na América latina, 18 paises relatam casos das leishmanioses, sendo o Brasil o
pais que mais reporta. As manifestagdes da enfermidade variam em fungao de sua forma clinica,
sendo: leishmaniose visceral (LV) e, leishmaniose cutdnea (LC) mais frequente (OPAS,
2019a,b; WHO, 2010).

Os protozoarios do género Leishmania sp. apresentam duas formas distintas. No inseto
vetor encontra-se a forma promastigota. Esta forma, mede entre 20 a 30 um, ¢ extracelular,
fusiforme e possui, na sua regido anterior, um flagelo. Nos hospedeiros, encontra-se a forma
amastigota dentro de macrdofagos ou 6rgdos. Nessa forma, mede de 2 a 5 um, ¢ intracelular,
ovoide e o flagelo ¢ rudimentar. Sua multiplicagdo ocorre em células do sistema mononuclear
fagocitario, em especial, nos macroéfagos (OPAS, 2019a,b). Nas Américas, a espécie relatada
como causadora da leishmaniose visceral ¢: Leishmania (Leishmania) chagasi (BRASIL,
2014). Enquanto a leishmaniose cutdnea sdo sete espécies causadoras no Brasil, sendo as
principais: Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmania (Viannia) guyanensis;
Leishmania (Viannia) braziliensis, esta Gltima ¢ predominante na regido sudeste do Brasil
(BRASIL, 2019a).

Para perpetuar o ciclo biologico tradicional, necessitam da picada do vetor da familia
Psychodidae durante o repasto sanguineo em hospedeiro suscetivel (AGUIAR; MEDEIROS,
2003). Os flebotomineos sdo insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae, sdo conhecidos popularmente, no Brasil, como mosquito palha, tatuquiras,
birigui, entre outros. Dois géneros apresentam importancia para a transmissao: o género
Phlebotomus e o género Lutzomyia, sendo este o transmissor na América Latina (AGUIAR;
MEDEIROS, 2003; MONTANHA et al., 2013; OPAS, 2019b).

A sobrevivéncia do protozodrio esta estritamente ligada a distribui¢do de seu vetor que,
por sua vez, sofre influéncia de fatores geograficos e climaticos (RANGEL; LAISON, 2003).
Nao sdo conhecidos todos os fatores de interferéncia na distribui¢ao, mas ¢ sabido que altitudes
de até 800 m acima do nivel do mar, favorecem a transmissao do protozoario pelos respectivos
vetores. Os flebotomineos sdo encontrados em ambiente silvestre assim como regido
peridomiciliar, domiciliar e em diversas temperaturas, possuindo atividade crepuscular noturna
(AGUIAR; MEDEIROS, 2003; BRASIL, 2019a).

Os insetos envolvidos na transmissdao da forma cutanea de leishmaniose, também
denominada tegumentar, no Brasil sdo da ordem Diptera, familia Psicodidae, Subfamilia

Phlebotominae e género Lutzomyia, sendo as principais espécies de vetores para a LC sdo: L.
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intermedia, L. whitmani, L. umbratilis, L. wellcomei, L. flaviscutellata, enquanto os
transmissores da forma visceral para regido sudeste e centro oeste do Brasil sdo L. longipalpis
e L. cruzi (BRASIL, 2019a).

As leishmanioses foram descritas em diversos animais domésticos e silvestres. Em
animais silvestres, € possivel que parasite roedores, marsupiais, edentados e canideos selvagens,
enquanto os hospedeiros domésticos, sdo os canideos, felideos e equideos. Em casos de LC, os
animais domésticos relatos nao se conhece o real papel deles no ciclo da doenca, mas trabalhos
evidenciam associagdo entre caes infectados e o surgimento de novos casos de LC em humanos
(BRASIL, 2019a). No entanto, para a LV, o cdo apresenta formas clinicas sistémicas e
comporta-se como reservatdrio deste parasito para infeccao de vetores e posterior transmissao
ao homem (BRASIL, 2019a; FREITAS et al., 2009).

Animais que cursam com a leishmaniose cutanea apresentam, inicialmente, lesao
eritémato-papulosa no local da picada, onde ocorre a multiplicagdo do protozoario no interior
dos macrofagos. Posteriormente forma-se um nodulo que evolui para a formagdo de ulcera, a
lesdao apresenta formato arredondado, com bordas elevadas e infiltradas, podendo ser tnica ou
multipla, dependendo do numero de picadas, o parasitismo ocorre preferencialmente em
mucosas das vias aerodigestivas superiores (SILVA; WINK, 2018). Outros sinais sdo também
observados, como: descamacao epidérmica excessiva, com espessamento, despigmentagao e
rachaduras do focinho e coxins, pelagens seca e quebradica, perda de pelos e podem ser
observados nodulos intradérmicos (BRASIL, 2017; SILVA; WINK, 2018). As lesdes sdo
ulcerativas, Unicas ou multiplas (mais raramente) e estdo localizadas em orelha, focinho ou
bolsa escrotal, desta forma podendo incluir como diagndstico diferencial: neoplasia,
piodermites e fungo, principalmente a esporotricose por também ser uma zoonose € cursar com
lesdes andlogas a LC (BRASIL, 2017).

Na LV, por se tratar de doenga sistémica e crdnica, os sinais clinicos variam de acordo
com a resposta imunologica do animal, inicialmente, os parasitos estdo presentes no local da
picada, logo apds ocorre a infec¢do de visceras e eventualmente tornam-se distribuidos através
da derme (BRASIL, 2014; SILVA, 2007). Os principais sinais clinicos nos cdes sdo: caquexia,
hipergamaglobulinemia, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia e linfoadenopatia, podendo
ocorrer outros sintomas como a onicogrifose, alopecia, dermatites, ceratoconjuntivite, coriza,
apatia, diarreia, hemorragia intestinal, edema de patas, vomito e hiperqueratose (BRASIL,
2014). Na fase final o animal pode apresentar paresia de membros posteriores, caquexia,

inanicao, nefrites e morte (BRASIL, 2014; SILVA, 2007). Achados laboratoriais indicativos de
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cursarem a doenga sdo: hipergamaglobulinemia, hepatomegalia, anemia e linfoadenopatia
(BRASIL, 2019a; SILVA, 2007).

Inicialmente, a leishmaniose era associada a uma doenga enzodtica de animais silvestres
e, acidentalmente, em humanos que se adentravam nas florestas, no decorrer dos anos, passou
a ser uma doenca encontrada em zonas rurais e periurbanas (FALQUETO et al., 1991). A partir
de 2003, a LC foi encontrada com casos confirmados da doenga em todos as unidades da
federagdo, sendo considerada uma doenga emergente, com seu aumento associado ao
desmatamento, exploracdo dos recursos naturais, expansao agricola e migragao de populacoes.
Além de afetar todos os estados da federagdo, a LC ¢ amplamente distribuida no estado do
Espirito Santo, principalmente em zonas rurais, enquanto a LV ¢ atualmente restrita a
municipios da regido noroeste como Pancas e municipios vizinhos (FALQUETO et al., 1991;
FALQUETO et al., 2003; RANGEL; LAINSON, 2003).

Em animais que cursam com a LV, o Ministério da Saude recomenda a eutandsia como
forma de controle, enquanto em animais com LC nao ¢ recomendado essa forma de controle,

sendo a eutanasia recomendada apenas quando o animal estd em sofrimento (BRASIL, 2019a).

3 DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE POR TECNICAS PRECONIZADAS PELO
MINISTERIO DA SAUDE (MS)

O Ministério da Satde em funcdo da rapidez e eficiéncia de resultados, preconiza
individualmente ou associadas na rotina de diagnostico das leishmanioses (animal e humana)
basicamente quatro técnicas; visualizacdo do parasito de material biologico do paciente
(biopsias, puncdes e raspados) por técnicas citologicas ou histologicas, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), testes imunoenzimdticos indiretos e testes
imunocromatograficos. Deve-se considerar que as técnicas de genotipagem como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e Real Time PCR sd3o secundérias em fun¢do do custo, coleta

diferenciada de material e tempo necessario para a realizagao (BRASIL, 2019a).

3.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

O MS prioriza o diagndstico direto parasitologico e secundariamente os imunolédgicos,
RIFI, testes rapidos imunocromatograficos e imunoenzimaticos (ELISA). Especialmente para
caes recomenda os imunocromatograficos para triagem e ELISA como confirmatério (BRASIL,

2019a)
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3.1.1 Diagnéstico parasitologico

Em testes parasitologicos, € possivel a visualizacdo do parasita em lamina na forma
amastigota por meio da realizagdo da pun¢ao de 6rgaos que as leishmanioses t€ém tropismo,
como medula éssea, bago, pele, figado e linfonodos. E considerada técnica ouro de diagnéstico,
pois uma vez positiva ¢ indiscutivel, sendo possivel visualizar a forma amastigota do parasito
neste exame apos efetuar coloragao do tecido com os corantes Leishman, Giemsa ou Panotico
(GONTIO; MELO, 2004).

A especificidade do teste pode alcangar os 100%, mas sua sensibilidade varia muito, por
volta de até 80%, dependendo da distribui¢do homogénea do protozoario pelo tecido, do
material coletado e o tempo de observagdo da ldmina (GONTLIO; MELO, 2004). Os testes que
sdo realizados com puncdo de baco, por exemplo, apresentam sensibilidade elevada, chegando
aos 98%. Contudo a técnica nesse tecido apresenta um elevado risco para o animal, enquanto
na bidpsia de medula Ossea, a sensibilidade varia entre 60 ¢ 85% (GONTLO; MELO, 2004;
SUNDAR; RAI, 2002).

Uma outra aplicac@o para os testes parasitologicos seria a inoculacdo do aspirado em
animais de laboratorio, para observar o desenvolvimento da doenga e a cultura in vitro dos
fragmentos obtidos pela pungdo. Esses métodos apresentam a ndo aplicabilidade no dia a dia
devido sua demora no diagnostico, levando a espera do paciente que, muitas vezes, ndo pode
ocorrer. Apesar dos bons resultados, as pungdes ndo sdo de aplica¢do na rotina da vigilancia
sanitaria visto demandar tempo, mao de obra especializada e ainda ¢ um método extremamente

invasivo (GONTIJO; MELO, 2004; SUNDAR; RAI, 2002).

3.1.2 Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

M¢étodo desenvolvido em 1960 que utiliza o parasito integro como antigeno, sendo
utilizado em grande escala ultimamente. Porém, atualmente, ndo ¢ a técnica de primeira escolha
para o diagnostico de cdes, utilizada somente para triagens, caracterizada como uma técnica
semiquantitativa e sua sensibilidade oscila de 83% a 100% e especificidade em 80%
(DUXBURY; SADUN, 1964; HARITH et al., 1987). Os animais considerados soros reagentes
apresentam titulo igual ou superior ao ponto de corte e os resultados sdo expressos em diluicao
considerando-se como positivas as amostras reagentes a partir da diluicao de 1:80. Nos titulos

iguais a 1:40, com clinica sugestiva de LV, recomenda-se a solicitacdo de nova amostra em 30
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dias ou teste complementar (ALMEIDA et al., 2005; DUXBURY; SADUN, 1964; HARITH et
al., 1987).

O teste classico ¢ constituido de uma lamina de vidro onde estdo dissecadas e ligadas
Leishmania sp. integras que sao entdo banhadas pelas dilui¢des do soro do cdo suspeito que tera
anticorpos anti Leishmania sp. formando o complexo antigeno-anticorpo (Ag+Ac). Logo
adiciona-se um conjugado composto de anticorpos anti imunoglobulina G canina geralmente
marcado com isotiocianato de fluoresceina que ird ligar ao Ac canino do complexo Ag+Ac
(DUXBURY; SADUN, 1964). Segue com uma lavagem da lamina para retirar o excesso de
conjugado e visualiza-se ao microscopio de imunofluorescéncia. Para avaliar a presenca de
pontos fluorescentes que indicam a presenga da ligagdo Leishmania spp. + Anticorpo do cao
suspeito + Anticorpo anti anticorpo canino fluorescente (ALMEIDA et al., 2005; DUXBURY;
SADUN, 1964; HARITH et al., 1987).

Este teste tem especificidade discutivel, pois pode apresentar reagdes cruzadas com
anticorpos contra Leishmania (Viannia) braziliensis e Trypanossoma cruzi nas diluigdes
menores, podendo induzir ao errdneo diagndstico de Leishmania chagasi infantum, podendo
condenar o cdo a eutanasia (ALMEIDA et al., 2005; DUXBURY; SADUN, 1964; HARITH et
al., 1987).

3.1.3 Testes imunoenzimaticos indiretos (ELISAI)

Esta técnica possui diferentes modalidades de execugdo (ELISA sandwich, ELISA
competitivo, ELISA direto...), mas possuem em comum o método de revelagdao da formagao do
complexo antigeno + anticorpo pelo uso de uma enzima ligada ao anticorpo secundario (anti
anticorpo) que reage ao cromogeno adicionado ao final da reacdo (ALMEIDA et al., 2019).

Para ilustrar a técnica de ELISAI, a seguir descreve-se o protocolo segundo Almeida et
al. (2019), antigenos solUveis de protozoarios lisados (L. chagasi, L. braziliensis) sdo fixados
em pocos de placa de poliestireno por 12 horas a 4°C. Apo6s a etapa de fixacdo é feito o bloqueio
dos espacos livres no fundo dos pogos com soro fetal bovino (SFB), em seguida é adicionado
0s soros caninos diluido aos pogos contendo o antigeno soltvel de Leishmania sp.

Segue com adicdo aos po¢os de uma anti-lIgG de cdo conjugada a peroxidase, apés a
incubacdo e lavagem para retirar excesso de reagentes é feita a revelagdo com solugdo de
peroxido de hidrogénio e orto-fenilenodiamina que identifica colorimetricamente a reacdo
enzimética entre a peroxidase e o substrato (peroxido de hidrogénio). A reacdo € entdo

interrompida com solucdo de &cido sulfurico adicionada a cada poco sendo a placa lida
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imediatamente em espectrofotometro em comprimento de onda de 490nm (ALMEIDA et al.,
2019). A determinacéo da reatividade baseia-se em leituras superiores ao ponto de corte (cut
off) calculado como a média da densidade Otica dos soros de 3 cdes negativos (controles
negativos) mais duas vezes o desvio-padréo da densidade Otica desses soros (ALMEIDA et al.,
2019).

O ELISAI tem sido utilizado pelo MS como teste confirmatdrio para os testes rapidos
de triagem imunocromatograficos (BRASIL, 2019a). Apesar de largamente utilizado o teste
ELISAI é passivel de apresentar reacdes cruzadas com anticorpos das varias espécies de
Leishmania além de Trypanossoma cruzi (64%) e Eherlichia canis (7,7%) (ZANETTE et al.,
2014).

O surgimento do teste de ELISA em 1970, fez com que outros métodos caissem em
desuso, como a reacdo de fixacdo de complemento, devido sua facilidade de execugao,
utilizagdo em uma grande populacgdo e a possibilidade de utilizagdo com diferentes antigenos
(brutos, sintéticos ou recombinantes) (GRIMALDI JUNIOR; TESH, 1993; MAIA; CAMPINO,
2008).

A utilizagdo do teste esta atrelada ao tipo utilizado de antigeno e o estado clinico do
animal testado, estudos utilizando o antigeno recombinante A2 com soros de animais
sintomaticos, apresenta bons resultados e o acontecimento de reacdo cruzada insignificante.
Enquanto o antigeno rK39 apresenta divergéncia entre caes assintomaticos e sintomaticos sendo

de 58% e 96,7%, respectivamente (CARVALHO et al., 2002; METTLER et al., 2005).

3.1.4 Testes rapidos: imunoensaios cromatograficos

Existem variadas apresentacdes comerciais desta modalidade de teste rapido tanto para
diagnodstico da LV humana (DiaMed IT-LEISH®, Kalazar Detect®, OnSite®) como para LV
canina (TR DPP®, SNAP 4Dx Plus Test/Alere®, Leishmaniose Ac Test Kit®) (OPAS, 2019b).

Os mecanismos de testes rapidos basicamente sao quatro: imunocromatografia de fluxo
lateral; imunocromatografia de dupla migracdo (duplo percurso-DPP); dispositivos de
imunoconcentracdo; fase solida, conforme a Figura 1 (BRASIL, 2019b). Os testes rapidos
podem ser realizados com amostras de sangue, soro, plasma ou fluido supra gengival e sdo
aplicados para pesquisar antigenos ou anticorpos contra os agentes infecciosos, para pesquisa
de anticorpos, havera antigenos (usualmente proteinas sintéticas) imobilizados, na membrana

de nitrocelulose, para a captura dos anticorpos presentes na amostra, enquanto para a pesquisa

186



Topicos Especiais em Ciéncia Animal X

de antigenos, havera anticorpos imobilizados na membrana de celulose para a captura dos

antigenos presentes na amostra (BRASIL, 2019b).

1a 1b

Area 1

1c 1d

Figura 1 — Exemplos de testes rapidos: la - imunocromatografia de fluxo lateral; 1b —
imunocromatografia de dupla migracéo (DPP); 1c¢ — imunoconcentracdo; 1d — fase sélida.
Fonte: BRASIL, 2019b.

Em sua grande maioria os kits rapidos de diagndstico imunocromatografico avaliam a
presenca de anticorpos e ndo a presenga do parasito, como exemplo de amplo uso desta técnica
pode-se citar o diagnostico rapido imunocromatografico tipo Dual-Path Platform baseado em
proteinas recombinantes (K26/K39) utilizado pelo Ministério da Satde e laboratorios
comerciais para diagnodstico de L. infantum chagasi (GRIMALDI JUNIOR et al., 2012). Estes
testes possuem alta especificidade, mas relativa sensibilidade pois ndo detecta caes
assintomaticos e deve ser confirmado pela técnica de ELISA indireta (GRIMALDI JUNIOR et
al., 2012).

3.2 LEISHMANIOSE CUTANEA

Para o diagnoéstico da leishmaniose cutanea humana o MS considera validos os testes
parasitologicos, imunologicos como a intradermorreagao de Montenegro (IDRM) e a sorologia
por imunofluorescéncia (RIFI) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a técnica molecular de
reagdo em cadeia da polimerase, entretanto, para os cdes suspeitos de leishmaniose tegumentar

sdo aplicados basicamente os testes parasitologicos e PCR (BRASIL, 2019a).
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O diagnostico de LC abrange perspectivas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais, a
doenca produz uma ampla gama de lesdes, que incluem tulceras cutdneas multiplas ou tnicas
que atingem a pele e até mucosas, para realizar o diagnostico clinico, faz-se necessario
associacao dos aspectos epidemioldgicos e, muitas vezes, estes com exames laboratoriais
eficazes, para assim se obter a confirmagdo da enfermidade (ANDRADE et al., 2005;
GONTLO; CARVALHO, 2003). A doenga apresenta carater variante em suas apresentagdes
clinicas e a avaliagao das lesdes de pele nem sempre ¢ simples ou conclusiva, principalmente
por cursar de maneiras semelhantes com outras doengas, estando entre os diagndsticos
diferencias de LC em animais domésticos como: neoplasias, piodermatites, micoses, pénfigo
folidceo, lupus eritrematoso sistémico, dermatoses responsivas ao zinco, eritema necrolitico
migratorio, adenite sebacea e o linfoma, se fazendo necessario lancar mao de diagnosticos
laboratoriais. Quanto mais inicial ¢ o diagndstico, mais evita-se complica¢des provindas da
cronicidade que o animal pode vir a apresentar (GONTLJO; CARVALHO, 2003).

O diagnoéstico pode ser realizado por meio de diferentes técnicas parasitologicas de
pesquisa direta e indireta, como: pesquisa direta por aposi¢ao de tecido em lamina, cultura em
meio especifico e inoculacdo em hamster, além de exame histopatologico e reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), métodos indiretos como Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) e
imunofluorescéncia indireta sdo exames imunoldgicos que ajudam na defini¢do diagnoéstica

(ANDRADE et al., 2005).

3.2.1 Testes parasitologicos

3.2.1.1 Demonstragao direta do parasita

Realizado por meio da pesquisa direta das formas amastigotas em material obtido da
lesdo por escarificagcdo, aspiracdo, ou biopsia da borda, sendo posteriormente, utilizado a
coloragdo de Giemsa ou Leishman para visualizagdo em microscopio optico (GONTIO et al.,
2011). Por ser um exame de facil e rdpida realizacdo ¢ de escolha na rotina diagndstica
laboratorial, a microscopia direta do esfregago ou impressdo possui sensibilidade varidvel em
torno de 100% nos dois primeiros meses de evolugao, 75% aos seis meses € 20% acima dos 12
meses, sendo assim sua sensibilidade varia com o tempo por haver escassez de parasitas nas
lesdes ao longo do tempo de evolugdo (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Para alguns autores

esse método ndo constitui o processo ideal para diagnostico de leishmaniose tegumentar visto
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ao baixo numero de parasitas presentes nas lesdes, exigir mao de obra bem treinada e ao fato

da ndo identificagdo da espécie do parasita (ANDRADE et al., 2005).

3.2.1.2 Isolamento de cultura in vitro

Os fragmentos obtidos da lesdo cutinea por procedimento de bidpsia da borda da ulcera
devem ser inoculados em meios de cultivo, sendo o meio mais empregado para isolamento o
agar-sangue de Novy e McNeal e Nicolle — NNN (ANDRADE et al., 2005). O parasita cresce
bem em meios de cultura a temperatura ambiente (23-26°C) e essa técnica possibilita a posterior
identificacdo da espécie, como pontos negativos estdo a necessidade de condigdes laboratoriais
especificas devido a frequente contaminagao do material coletado e pessoas treinadas para a
execucdo, tornando inadequada sua utilizagdo para inquéritos epidemioldgicos em larga escala

(CRMV-PR, 2015).

3.2.1.3 Inoculagdo em animais de laboratorio

Utilizado em humanos e animais, o teste consiste na inoculagdo de uma suspensio
homogeneizada do material de biopsia em solug@o salina estéril no hamster Mesocricetus
auratus. Devido a necessidade de laboratorios especificos, adequados e o longo tempo de
evolugdo da lesdo no modelo animal (2 a 9 meses em média), essa técnica ¢ mais utilizada em
pesquisas do que em diagnosticos de rotina, o exame apresenta ampla variacao de acordo com

a espécie de Leishmania cultivada (ANDRADE et al., 2005).

3.2.1.4 Exames histopatologicos

Sendo importante para o diagnostico diferencial de outras enfermidades que apresentam
lesdes semelhantes a leishmaniose, o exame histopatologico consiste na avaliacdo de cortes
histologicos de pele e/ou mucosas dos pacientes, sendo processados e corados por técnicas
especificas. Quando encontrado, o parasita se encontra em vactolos intracitoplasmaticos dos
macrofagos, nos espacos intercelulares, ou isolados. De forma geral a LC se apresenta como
uma dermatite granulomatosa difusa ulcerada com presenca de infiltrado inflamatdrio
polimorfo, com predominancia de macrdfagos, linfocitos e neutrdfilos, reagdo inflamatdria

granulomatosa na derme profunda, as vezes acompanhada de necrose, além de padrdes de
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recuperacdo do tecido por formagdo de fibrose cicatricial (NASCIMENTO; CARVALHO;
ROCHA, 2019).

Além do padrao descrito, € possivel a diferenciacdo de cinco padrdes histopatologicos
para LC, sendo eles: reagao exsudativa celular, reagao exsudativa e necroética, reagao exsudativa
e granulomatosa e reacdo exsudativa e tuberculoide, o padrao de reacdo exsudativa celular
constitui 0o quadro inicial e final da lesdo, com os demais padrdes aparecendo interpostos
durante a evolucao da doenca (NASCIMENTO; CARVALHO; ROCHA, 2019).

Em decorréncia dessa grande variedade de lesoes, para os diagnosticos histopatologicos
devem ser levadas em consideracdo doengas que apresentam afeccdes semelhantes, dentre elas
estdo: neoplasias, piodermatites, micoses, pénfigo folidceo, lipus eritrematoso sist€émico,
dermatoses responsivas ao zinco, eritema necrolitico migratorio, adenite sebacea e o linfoma.
Entre as micoses, a esporotricose ¢ diferencial importante, pois além de ser tratar de zoonose,
apresentam lesdes muito semelhantes as de LC (DUARTE; ROCHAEL, 2016).

E importante ressaltar que o diagnéstico final de LC somente é feito com o encontro do
parasita no tecido, caso contrario as alteragdes histopatologicas sdo, no maximo, sugestivas do

diagnoéstico, devendo-se utilizar de outros exames laboratoriais para confirmagdo

(NASCIMENTO; CARVALHO; ROCHA, 2019).

3.2.1.5 Reagdo em cadeia da polimerase — PCR

Particularmente 1til no caso da LT em decorréncia da necessidade da confirmagao da
espécie parasitologica diante da possibilidade de tratamento, a Reagdo em Cadeia da Polimerase
busca a amplificagdo do DNA do parasita (HEUSSER JUNIOR et al., 2010). Apresentando
100% de especificidade, ¢ capaz de detectar quantidades tdo pequenas quanto 1 fentograma (1
fentograma = 10-15g) do DNA de uma Leishmania sp., o equivalente a 1/10 do parasita, sendo
para isso necessario a utilizacdo de primers e marcadores especificos para cada espécie do
protozodrio. Apesar da grande eficicia na deteccao do protozodrio, suas exigéncias técnicas €
custo relativamente alto dificultam sua realizagdo em rotinas laboratoriais (HEUSSER JUNIOR
etal., 2010).

Comecaram a ser desenvolvidas, apds os anos de 1980 técnicas para deteccao do
protozodrio sem a necessidade de seu isolamento em cultura, essa técnica consiste na ampliacao
de uma sequéncia conhecida de oligonucleotideos do protozodario e ¢ conhecido com a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR). O teste pode ser realizado em amostras de medula 6ssea,

linfonodos, sangue, urina e bidpsia de pele, tornando assim um método menos invasivo
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(BOZZA et al., 1995; DEGRAVE et al., 1994; GONTIJO; MELO, 2004; JACKSON et al.,
1986).

A sensibilidade da PCR sobre variagdao de acordo com a amostra e o indicador que serao
utilizados. A coleta do material onde contenha o parasito € crucial, pois o sangue periférico em
alguns animais infectados ndo apresenta o parasito necessitando coleta na medula 6ssea ou bago
(FISA et al., 2001; MAIA; CAMPINO 2008). Também o fato de serem detectados e/ou
amplificados fragmentos de acidos nucleicos do parasito, nao significa que este seja viavel,
multiplicando e causando enfermidade. Exemplo classico disto sdo as biopsias de lesdes
cicatrizadas de leishmaniose cutdnea em que técnicas moleculares facilmente identificam e
amplificam fragmentos do acido nucléico de parasitas mortos (FERRER et al., 1988; FISA et
al.,2001; MAIA; CAMPINO 2008; SANTOS et al., 2010).

Em amostras obtidas através da pungdo venosa, por exemplo, apresenta menor
sensibilidade quando comparada com amostras de tecido. Enquanto a sensibilidade nos tecidos
pode sofrer variagdo devido a ndo distribuicdo homogénea do parasito, seja devido ao tropismo
ou pela resposta imune local. O tecido cutaneo, dentro dos tecidos observados, apresenta
distribuicdo mais homogénea e ¢ de facil obten¢cdo de amostras, devido a isso, ele vem sendo
amplamente utilizado para este método de diagnostico (FERRER et al., 1988; FISA et al., 2001;
MAIA; CAMPINO 2008; SANTOS et al., 2010).

Uma variacdo e avango na PCR convencional ¢ o PCR em tempo real, ndo permitindo
somente diagnosticar o caso positivo, mas também a quantificacdo da carga parasitaria do
paciente (HEID et al., 1996; MAIA; CAMPINO, 2008). Métodos ndo invasivos vém sendo
buscados e testados frequentemente por pesquisadores, a fim de encontrar testes mais faceis de
realizagdo e que sejam menos traumaticos e mais aceitaveis para tutor e paciente. Um desses
métodos ¢ a utilizacdo de esfoliacdo do epitélio da conjuntiva para posterior teste em PCR, os
testes realizados com esse método, mostraram sensibilidade variando de 67% até 97%

(FERREIRA et al., 2012; LEITE et al., 2010; TODOLI et al., 2009).

3.2.2 Testes sorologicos

Testes sorologicos como a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA sdo
usados para deteccdo da presenca de anticorpos anti Leishmania no soro do paciente humano
com LC. O teste RIFI ¢ uma técnica sensivel, porém ¢é possivel se ter reagdes cruzadas
especialmente com o Trypanosoma cruzi e com L. chagasi, agente da leishmaniose visceral ndo

tendo aplicagdo de rotina em estudo para caes na LC (ANDRADE et al., 2005). Além disso, os
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testes soroldgicos e especialmente a Intradermoreacdo de Montenegro apresentam reagao
cruzada com anticorpos para esporotricose (ZANETTI et al., 2019). Tem sido avaliadas
proteinas recombinantes em estudos da validagao de técnicas soroldgicas para LC (BIVONA et
al., 2019). At¢ mesmo associada ao uso da técnica inovadora denominada loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) de acordo com Silva e Wink (2018), mas ainda em carater
de pesquisa e sem consolidagdo de resultados, assim para diagnoéstico em rotina de LC,

especialmente em caes, as técnicas parasitologicas ja citadas sdo de primeira escolha.

3.2.3 Teste de intradermoreacio de Montenegro - IDRM

A técnica baseia-se na inoculacdo de antigenos de Leishmania na forma promastigota
preparado em culturas in vitro por via intradérmica, apds 48 a 72 horas, realiza-se a leitura do
diametro da papula formada, sendo considerado positivo quando o didmetro for igual ou
superior a Smm, indicando reagdo de hipersensibilidade tardia (GONTLJO; CARVALHO,
2003).

A LC apresenta em seu curso uma resposta imune celular, sendo descrita como
fundamental para o processo de cura, pois coincide com os primeiros sinais de regressdo da
doenca e com a queda da parasitemia (REIS ef al., 2008). A resposta imune celular ¢
responsavel pela hipersensibilidade tardia detectada no teste IDRM. A imunidade humoral tem
papel ainda ndo muito bem esclarecido, sendo baixos os niveis de anticorpos no soro do animal,
enquanto em humanos, esse teste tem valor no diagndstico, classificacdo das formas clinicas,
acompanhamento do tratamento e detec¢ao precoce de recidivas, sendo utilizadas como critério
de cura (REIS et al., 2008).

Em animais, esse teste pode apresentar inconsisténcias, em estudo realizados em caes,
foi-se comparada a reagdo intradérmica de dois tipos de antigenos de Leishmania (LeishvacinP
e o PIO.0O00G), a fim de se estudar a reacao imunologica intradérmica provocada pelo teste
IDRM. Os resultados obtidos demonstraram que antigenos empregados no diagndstico humano
ndo conseguiram produzir, em cdes doentes, reagdes cutaneas consistentes ou falharam em
determina-las, havendo diferenga nas reagdes frente aos dois antigenos estudados (TAFURI et

al., 1993).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a leishmaniose ¢ uma doenga de grande importancia zoondtica, e sua
incidéncia tem sido crescente em areas urbanas e periurbanas, sendo os caes considerados
importantes reservatorios da doenga para o homem. Nesse contexto, um diagndstico confiavel
nesses animais desempenha um papel fundamental no controle da doencga. Entretanto, um teste
diagnostico ideal deve ser de facil execucdo, de baixo custo e apresentar sensibilidade e
especificidade elevadas, condi¢des estas que ainda ndo foram preenchidas pelos testes até o
momento disponiveis. Diante ao exposto, apesar de muitos avangos nessa area, continua a

necessidade de aprofundamento acerca do tema.
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1 INTRODUCAO

A alta prevaléncia da mastite bovina nos rebanhos leiteiros esta relacionada com o
carater multifatorial da doenca que € decorrente de complexas interagdes entre 0os hospedeiros,
0 meio ambiente e agentes infecciosos. A doenca é caracterizada por inflamagao intramamaria
que causa alteracbes patologicas no tecido glandular e uma série de modificacbes fisico-
quimicas no leite, resultando em prejuizos diretos a producao leiteira, devido a diminuicao da
producdo e a qualidade do leite. Trata-se de patologia de dificil tratamento, que pode acometer
grande quantidade de animais em uma Unica propriedade e apresenta altos indices de
reincidéncia (RUEGG, 2017).

Na maioria dos casos, a mastite é causada pela invasdo de bactérias potencialmente
patogénicas e 0 conhecimento da persisténcia dos patdgenos, bem como os fatores de risco
associados com a doenca sao pontos criticos na prevencdo da mastite. O Staphylococcus aureus
além de importante patégeno humano é mundialmente conhecido como um dos principais
responsaveis pela mastite bovina, sendo capaz de induzir infeccGes cronicas de dificil
tratamento no ubere (ELEMO et al., 2017; PEREZ et al., 2020b; REN et al., 2020). Trata-se de
um microrganismo potencialmente patogénico que tem habilidade de invadir e colonizar o
epitélio mamario devido a inimeros fatores de viruléncia, como: produgdo de enzimas (serina
proteases, cisteina proteases, lipases), toxinas e formacdo de biofilme (ZAATOUT; AYACHI,
KECHA, 2020).

Embora alguns programas de prevencdo da mastite tenham sido implementados em
diferentes paises, a prevaléncia de S. aureus em vacas ainda permanece alta (PEREZ et al.,
2020a). Estudos epidemioldgicos tém demonstrado a presenca do género Staphylococcus em
aproximadamente 50% dos casos de mastite bovina (MELLO et al., 2020). A persisténcia desta
infeccdo esta associada a falha da terapia antimicrobiana e a resisténcia antimicrobiana. O
surgimento e disseminacdo de linhagens multirresistentes continua a desafiar a capacidade de
tratar doencas zoonoticas e suscita discussdes sobre os riscos para populagdo humana (GOMES;
HENRIQUES, 2015).

O tratamento e a prevencgdo da mastite incluem principalmente o uso de antibioticos e o
manejo adequado dos animais para prevenir a propagacao da doencga aos animais saudaveis
(PROCOPIO et al., 2019). No entanto, o uso de antibiGticos deve ser cauteloso, pois 0 seu uso
excessivo e indevido pode levar ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana,
caracterizando-se como sério problema relacionado com a entrada de bactérias resistentes na
cadeia alimentar (GOMES; HENRIQUES, 2015; PROCOPIO et al., 2019).
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O uso de antibioticos no gado leiteiro pode acarretar também a presenca de seus residuos
no leite que é usado para consumo humano, representando preocupacgdo para 0s consumidores
(GOMES; HENRIQUES, 2015). Diante deste cenario, é possivel afirmar que a saide humana
estd relacionada a salde dos animais e ao contexto ambiental, especialmente onde a
globalizagdo, e a emergéncia de agentes infecciosas tém mudado a dinamica das doengas nas
populagdes (AHMAD; KHAN, 2019).

A partir do crescente aumento de doengas relacionadas a interac6es de fatores humanos,
animais e ambientais surgiu uma nova abordagem para esclarecer esses problemas, conhecida
como Salide Unica (One Health). Essa abordagem tém o intuito de definir politicas plblicas
eficazes para a prevencéo e controle da disseminagéo de doengas infecciosas decorrentes dessa
interface (HERNANDO-AMADO et al., 2019).

Portanto, a contribuicdo da bovinocultura leiteira, a respeito da disseminacdo da
resisténcia antimicrobiana destaca a importancia da abordagem integrada e multissetorial na
luta contra esse importante problema de saude publica. Considerando a relevancia da mastite
bovina para a salde publica e animal, este capitulo tem como objetivo apresentar uma
atualizacdo sobre a resisténcia antimicrobiana em S. aureus isoladas de mastite bovina em

rebanhos brasileiro, com foco nos desafios no contexto da saude Unica.

2 MASTITE BOVINA

O leite € um dos produtos mais versateis da inddstria alimenticia, sendo um dos
alimentos mais importantes da dieta humana. Em 2017, a producdo mundial de leite foi de 823
milhGes de toneladas e a perspectiva é que até 2027 ocorra aumento de 22% na producao,
principalmente em paises em desenvolvimento, tal como o Brasil (LOPES et al., 2020). Neste
contexto, a mastite bovina é uma patologia que causa enormes prejuizos financeiros aos
produtores e as industrias de leite, em razéo das perdas na producdo e na qualidade do leite,
mortes e abates prematuros de animais afetados e pelo custo referente ao tratamento
(MUSHTAQ et al.,, 2018). Em decorréncia da infeccdo mastitica, sdo estimadas perdas
econdmicas anuais de US$ 138,00 até US$ 224,10 por vaca em lactacdo (GONCALVES et al.,
2021).

A mastite € uma condi¢do inflamatoria da glandula mamaria dos bovinos que se
manifesta pelos sintomas inflamatorios (calor, rubor, tumor e dor) nos tetos, por alteraces no
leite (grumos, sangue e pus) e por queda na producdo (LOPES et al., 2020). Trata-se de uma

das doencas mais frequentes e onerosas que acomete as vacas leiteiras em todo o mundo
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(JAMALI et al., 2018). Refere-se a uma patologia de natureza recorrente, de carater complexo
e multifatorial, envolvendo (i) condic6es relacionadas ao patdgeno (viruléncia e quantidade de
microrganismos invasores), (ii) condi¢des inerentes ao animal (eficiéncia de defesa do Ubere) e
(iii) fatores de risco do ambiente (LEELAHAPONGSATHON et al., 2020; MASSOTE et al.,
2019; VLIEGHER; OHNSTAD; PIEPERS, 2018).

O processo inflamatorio da glandula mamaéria inicia-se ap06s a invaséo do canal do teto
por patdgenos microbianos, seguido de sua multiplicacdo nos tecidos produtores de leite
(MUSHTAQ et al., 2018). Rapidamente os mecanismos de defesa do Ubere iniciam a resposta
imune de fase aguda em combate a infecgdo intramamaria. Se os mecanismos de defesa do
Ubere forem eficientes no combate a infeccéo, as bactérias serdo completamente destruidas, o
recrutamento de neutrofilos da fase aguda serd interrompido e ocorrera um quadro de infec¢éo
intramamaria transitdria, que se cura espontaneamente (LEELAHAPONGSATHON et al.,
2020).

Porém, se os mecanismos de defesa do Ubere ndo forem eficientes no combate a
infeccdo, a mastite pode manifestar-se de duas formas. A primeira é caracterizada por uma
resposta imunoldgica agressiva e com sintomas inflamatorios graves, como temperatura retal
elevada, letargia e anorexia, além das alteracdes observadas na glandula mamaria e no leite.
Esse quadro clinico é classificado como mastite clinica (MC) e pode se manifestar de forma
hiperaguda, aguda, subaguda, cronica e gangrenosa (LEELAHAPONGSATHON et al., 2020;
MASSOTE et al., 2019; VLIEGHER; OHNSTAD; PIEPERS, 2018). A segunda forma é
caracterizada por uma resposta imune menos agressiva, resultando na persisténcia da infeccao
intramamaria sem sinais clinicos, ou seja, ndo ha mudanca detectavel no Ubere e ndo ha
anormalidades visiveis no leite. Porém, pode ocorrer a deteccdo de bactérias nas secrec¢des, tal
como a reducdo da producdo e alteracdes na composi¢ao do leite, como 0 aumento na contagem
de células somaticas e alteracdes nos teores de caseina, calcio, gordura e lactose. Este quadro é
classificado como mastite subclinica (MS) e pode afetar cerca de 20-50% das vacas de um
determinado rebanho, sendo a forma mais frequente de mastite (BRASIL, 2012; GONCALVES
et al., 2018; VLIEGHER; OHNSTAD; PIEPERS, 2018). Devido ao seu desenvolvimento
silencioso, as manifestacdes subclinicas frequentemente evoluem para infeccbes crénicas
(ROCHA et al., 2019).

Mais de 140 espécies de microrganismos, incluindo bactérias, leveduras e algas, foram
identificados como agentes causadores da mastite bovina. Esses microrganismos podem ser
classificados em patdgenos ambientais ou patégenos contagiosos, de acordo com sua origem e
meio de transmissdo (MUSHTAQ et al., 2018).
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Os patogenos ambientais sdo microrganismos oportunistas presentes no ambiente em
que esses animais estdo inseridos, como na agua contaminada, no solo, nas fezes e nos
equipamentos de ordenha. Desta forma, a invasdo da glandula mamaria por esses patdgenos
pode ocorrer na ordenha ou quando as vacas se deitam em ambientes contaminados. Entre 0s
patdégenos ambientais os mais encontrados sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Proteus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, leveduras, algas e fungos (BRASIL, 2012; MASSOTE et al., 2019; PEREZ et.al.,
2020a; VLIEGHER; OHNSTAD; PIEPERS, 2018).

Os patdgenos contagiosos sdo microrganismos transmitidos pelo contato de um animal
mastitico com outros animais. Esses microrganismos geralmente fazem parte da microbiota
natural do animal, como é o caso do Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae
(BELONI et al., 2020).

3 Staphylococcus aureus: PRINCIPAL AGENTE ETIOLOGICO DA MASTITE
SUBCLINICA

Staphylococcus aureus ¢ mundialmente conhecido como um dos principais patégenos
contagiosos envolvidos em infecgdes subclinicas da mastite bovina (MOLINERI et al., 2021;
PEREZ et al., 2020b). Esse microrganismo é capaz de induzir infeccdes cronicas de longa
duracdo, de natureza recorrente e com baixa resposta a terapia antibiotica (MOLINERI et al.,
2021; PEREZ et al., 2020a). Por se tratar de patgeno contagioso, 0 S. aureus comumente tem
a pele do teto e as glandulas mamarias como seu reservatdrio primario, sendo transferido para
outros animais do rebanho durante a ordenha (SCHMIDT; KOCK; EHLERS, 2017).

Estudos realizados no continente Africano, na Europa e na América relataram alta
prevaléncia de S. aureus causando infecces mastiticas em vacas leiteiras. Na Africa, um estudo
realizado por Elemo et al. (2017), no sudeste da Etiopia, avaliou o envolvimento do S. aureus
em 251 casos de mastite clinica ou subclinica em vacas leiteiras em lactagdo. A prevaléncia
geral de S. aureus foi de 44,62% (112/251). Sendo isolado em 34,62% (9/26) dos casos clinicos
e em 45,78% (103/225) dos subclinicos. Ainda na Etidpia, Abebe et al. (2016), observaram a
prevaléncia do S. aureus em 73,2% de 95 rebanhos leiteiros acometidos por mastite. No Brasil,
Busanello et al. (2017), relatou a prevaléncia de S. aureus em diversos estados brasileiros,
variando entre 4,8% e 28,2%.

A infecgdo por S. aureus se inicia com a adesdo dessas bactérias no epitélio do teto do

hospedeiro bovino, logo, diferentes enzimas e toxinas produzidas rompem as barreiras do
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epitélio do Ubere, permitindo a penetracdo no tecido e a colonizagdo da camada queratinizada
do canal do teto. Essa camada atua como uma barreira fisica que protege as bactérias da
fagocitose, tornando a cura espontanea dificil ou mesmo impossivel (KIBEBEW, 2017).

Os produtos bacterianos, secretados para o rompimento das barreiras do epitélio do
Ubere, atuam como padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPs - Pathogen
Associated Molecular Pattern) contribuindo para a deteccdo desses microrganismos pelo
sistema imunoldgico, especificamente pelas células epiteliais mamarias. Visto que essas células
possuem receptores de reconhecimento de moléculas padrdo (PRRS) que atuam como
“sensores” imunologicos que permite rapido reconhecimento e ativagdo de uma resposta imune,
produzindo mediadores de inflamago e defesa local (PEREZ et al., 2020a).

Esta resposta inflamatdria associada a infeccdo, resulta no aumento na contagem de
células somaticas, comprometimento da capacidade de producéo de leite do tecido mamario e
alteragcdo na composicdo do leite. Este quadro inflamatdrio causa aumento da permeabilidade
vascular, culminando no vazamento de ions, proteinas e enzimas e diminuicdo da sintese de
alguns componentes do leite, como a caseina, lactose, gordura e sélidos desnatados, afetando a
qualidade do leite produzido (MALIK et al., 2018).

Além da importancia para a producgdo animal, a presenca do S. aureus no Ubere bovino
é de grande relevancia para a saude publica, visto que esses microrganismos podem ser
veiculados no leite e em produtos lacteos e causar graves infeccdes em humanos,
principalmente porque os S. aureus sdo capazes de produzir enterotoxinas (LAVOR et al.,
2019). Adicionado a isso, a presenca de genes associados a resisténcia aos antibidticos nessas
linhagens € uma grande ameaca. Outrora pensava-se que a disseminacao de genes de resisténcia
fosse restrita a linhagens animais, porém nos Gltimos anos estes genes tém sido identificados

em linhagens de origem humana (PEREZ et al., 2020a).

4 IMPORTANCIA DOS FATORES DE VIRULENCIA DE S. aureus PARA A MASTITE
BOVINA

S. aureus pode exibir multiplos fatores de viruléncia que facilitam a invasdo,
colonizacdo do tecido do hospedeiro, evasdes dos mecanismos de defesa imunologica e
auxiliam na aquisicéo de nutrientes e disseminacéo pelo tecido infectado (HOEKSTRA et al.,
2018). A expressdo desses fatores de viruléncia é controlada por fatores de transcrig&o.
Observou-se que durante os estagios iniciais da infecgdo, na fase logaritmica de crescimento,

ocorre a expressao de adesinas de superficie que se ligam a receptores do epitélio do hospedeiro,
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favorecendo a colonizagdo e posterior multiplicagdo do microrganismo; enquanto na fase
estacionaria ocorre a secrecdo de toxinas (hemolisinas a, B e v, leucotoxinas, enterotoxinas) e
enzimas (serina proteases, cisteina proteases, lipases) favorecendo a disseminacdo dos
microrganismos para os tecidos adjacentes. A expressdo sequencial, das proteinas de
membranas (adesdo celular) e das toxinas € muito importante para a patogénese da mastite
causada por S. aureus (LOWY, 1998; PEREZ et al., 2020a).

A adesina intercelular polissacaridica (PIA), também atua na capacidade de formacao
da matriz extracelular (MEC) dos S. aureus, considerado importante fator de viruléncia. Essa
substancia polimérica extracelular promove a adesdo entre as células e atua como barreira
protetora contra o sistema imunolégico do hospedeiro (NOTCOVICH et al., 2018; VALERO-
LEAL etal., 2017). A formacdo da MEC € importante para a formacao do biofilme, que consiste
em um processo de varias etapas que envolvem a fixacdo celular e a formacdo de matriz
extracelular, resultando em uma comunidade bacteriana englobada por matriz de composi¢éo
complexa, aderida a uma superficie bidtica ou abidtica (NOTCOVICH et al., 2018; VALERO-
LEAL et al., 2017).

O biofilme é responsavel por infeccdes crbnicas e/ou persistentes, pois facilita a
aderéncia e colonizagdo do Staphylococcus spp. ao epitélio da glandula mamaria, como também
contribui para a evasdo das defesas imunoldgicas e para a sobrevivéncia dos patdgenos as
condicdes adversas dentro do hospedeiro. Dentro do biofilme, as bactérias se adaptam
apresentando alteracdes metabdlicas devido ao estresse, aumento da mutabilidade, troca de
material genético e de expressdo génica. Além disso, o biofilme reduz a difusdo de drogas
dentro da matriz, tornando os patdgenos resistentes a altas concentra¢fes de antimicrobianos,
termo definido como recalcitrancia clinica aos antibioticos. A recalcitrancia aos antibidticos é
alcancada em biofilmes por meio de uma variedade de mecanismos. Células de biofilme sdo
10-1000 vezes menos suscetiveis a varios agentes antimicrobianos do que em sua forma
planctonicas, o que pode limitar os tratamentos terapéuticos (ASLANTAS; DEMIR, 2016;
MOORMEIER; BAYLES, 2017; VALERO-LEAL et al., 2017; URUEN et al., 2021).

A capacidade de formacdo de biofilme por S. aureus da glandula mamaéria foi
demonstrada in vitro (NOTCOVICH et al., 2018) e in vivo (ASLANTAS; DEMIR, 2016).
Pérez et al. (2020b), demostraram que linhagens de S. aureus isoladas de mastite bovina em
quatro estados brasileiros, sdo em sua maioria linhagens formadoras de biofilme. Gogoi-Tiwari
et al. (2017) demonstraram, através de analise histopatolégica em modelo murino, que
glandulas mamarias infectadas com linhagens de S. aureus formadoras de biofilme apresentam

um intenso infiltrado neutrofilico e necrose no tecido das glandulas mamarias e reacdo muito
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menos severa quando infectadas com linhagens fracamente produtoras de biofilme. Estes
relatos demonstram a importancia dos fatores de viruléncia do S. aureus para 0 sucesso da

infeccdo mastitica em bovinos.

5 TERAPEUTICA E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA ASSOCIADOS A MASTITE
BOVINA CAUSADA POR S. aureus

O controle e tratamento da mastite causada por S. aureus é um desafio para os produtores
de leite e industrias de laticinios em todo o mundo. O sucesso terapéutico da mastite depende
principalmente do patégeno envolvido, do grau de lesdo do parénquima mamario, da selecdo
das drogas antimicrobianas, da via de administracdo e da eliminagéo de fatores que predispde
a infeccdo (HOSSAIN, 2017).

Atualmente, o método mais comum para o tratamento da mastite bovina é a infusdo
intramamaria de antibidticos. Os antibidticos sdo farmacos quimioterapicos empregados no
tratamento de infecgdes (KATZUNG; TREVOR, 2017). Esses medicamentos sdo utilizados
com objetivo de reduzir a incidéncia de novas infec¢des intramamarias e a duracdo das
infeccbes previamente existentes. No entanto, este tipo de estratégia apresenta algumas
desvantagens, incluindo: a baixa taxa de cura e o aumento da ocorréncia de microrganismos
resistentes (MUSHTAQ et al., 2018; VARELA-ORTIZ et al., 2018).

Outra desvantagem do uso desses medicamentos em bovinos, é que o leite obtido
durante o periodo de tratamento da mastite deve ser descartado, pois pode conter residuos de
antimicrobianos. Assim, considerando a baixa relacdo custo-beneficio do tratamento da doenca
e o risco associado a presenca de antimicrobianos no leite, o tratamento antibidtico da mastite
bovina durante a lactacdo ndo é recomendado, exceto em casos pontuais (LANGONI et al.,
2017).

Os principais antibio6ticos disponiveis no mercado nacional, com indicacdo na bula para
tratamento de mastite bovina, e com atividade frente ao patdégeno S. aureus, estdo apresentados
na Tabela 1. Eles sdo divididos em oito classes e somam 28 principios ativos (PEREIRA;
SCUSSEL, 2017; SOUZA et al., 2015).

Em um estudo prospectivo, Tomazi e Santos (2020) caracterizaram o perfil de
tratamento e quantificaram o consumo de antimicrobianos para o tratamento da mastite em
rebanhos leiteiros do Brasil. Entre as drogas intramamarias, 0os aminoglicosideos foram 0s
antimicrobianos mais consumidos, seguido pela combinacdo de tetraciclina, aminoglicosideo e

polipeptideo. Para antimicrobianos administrados sistemicamente, fluoroguinolonas, seguido
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de penicilina e a combinacdo de sulfonamida e pirimidina. O uso de terapia de combinagao (ou
seja, associacdo de antimicrobianos administrados intramamaérios e sistemicamente) foi

relatado para 64,3% dos tratamentos no nivel de vacas.

Tabela 1 - Principais antibi6ticos disponiveis no mercado nacional com indicagéo na bula para
o tratamento da mastite bovina causada por Staphylococcus aureus.

Classe dos

antibiéticos Principio ativo Referéncia

Pereira e Scussel (2017)

Aminoglicosideos  Estreptomicina; Gentamicina; Neomicina. e Souza et al. (2015)

A Amoxicilina; Ampicilina; Benzilpenicilina
Beta-lactamicos

(Penicilinas e (Penicilina G); Cefalexina; Cefal6nio; Pereira e Scussel (2017)
. Cefoperazone; Cefquinoma; Ceftiofur; e Souza et al. (2015)
Cefalosporinas) o
Cloxacilina.

Pereira e Scussel (2017)

Lincosamidas Lincomicina e Souza et al, (2015)

. o Pereira e Scussel (2017)
Macrolideos Espiramicina; Tilosina e Souza et al. (2015)
Polipeptideos Bacitracina Souza et al. (2015)

Ciprofloxacina; Danofloxacina;
Quinolonas Enrofloxacina; Marbofloxacina;
Norfloxacina

Pereira e Scussel (2017)
e Souza et al. (2015)

Sulfadiazina; Sulfametoxipiridazina; Pereira e Scussel (2017)
Sulfadoxina; Sulfametoxazol; Trimetoprim e Souza et al. (2015)

Pereira e Scussel (2017)
e Souza et al. (2015)

Sulfonamidas

Tetraciclinas Oxitetraciclina; Tetraciclina

Fonte: Os autores.

A eficacia do uso dos antimicrobianos depende de muitos fatores, tais como as
caracteristicas especificas da interacdo do antibiético com o patégeno, as caracteristicas
farmacocinéticas do medicamento e a susceptibilidade do microrganismo (ZAINETTINOVA
etal., 2019).

Contudo, observa-se que a administracdo intramamaria de antibioticos apresenta baixa
taxa de cura frente ao S. aureus, variando de 10-30%, e resultando em infec¢des cronicas e
recorrentes (GOMES; HENRIQUES, 2015; ZAATOUT; AYACHI; KECHA, 2020). A
indicacdo do tratamento de longa duracdo, ou terapia estendida, tem melhorado a resposta ao
tratamento em casos de mastite por S. aureus, no entanto, com taxas de cura ainda baixas, de

30-50% (LANGONI et al., 2017). Assim, os antibidticos ndo sdo mais considerados suficientes
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para 0 sucesso no tratamento da mastite bovina causada por S. aureus (ZAATOUT; AYACHI;
KECHA, 2020).

A baixa taxa de cura em infeccOes estafilococicas, se deve a dois fatores principais. O
primeiro refere-se a capacidade dessa espécie de invadir o tecido da glandula mamaria e formar
abcessos, tornando o tratamento das infecc@es mais dificil pela restricdo de seu contato com 0s
antibidticos. O segundo refere-se ao desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos pelas
linhagens (GOMES; HENRIQUES, 2015).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno natural que ocorre geralmente devido
a modificacbes genéticas adquiridas por mutagdo e selecdo (transferéncia vertical de genes)
e/ou aquisicdo de genes de resisténcia entre diferentes espécies (transferéncia horizontal de
genes). A selecdo de linhagens resistentes pode ser acelerada pelo uso incorreto de
antimicrobianos. Tem sido demonstrado que o uso de antimicrobianos em concentracdes
subclinicas pode estimular a transferéncia horizontal de genes relacionados a resisténcia
(HOSSAIN, 2017; PEREZ et al., 2020a). Assim, a administracdo de baixas concentraces de
agentes antimicrobianos nos animais pode selecionar bactérias portadoras de genes de
resisténcia antimicrobiana (ARGSs) ou plasmideos de multirresisténcia, levando a multiplicacéo
e disseminacéo desses genes entre as linhagens (PEREZ et al., 2020a).

Para que o tratamento da mastite com antimicrobianos seja bem-sucedido o principio
ativo deve atingir e conservar concentracdes dentro do Ubere acima da concentracdo inibitoria
minima (CIM), e se possivel, acima do valor da concentracdo bactericida minima (CBM) para
0 patogeno causador (HOSSAIN, 2017; PEREZ et al., 2020a). Além disso, os determinantes
genéticos da resisténcia antimicrobiana, muitas vezes localizados em elementos genéticos
moveis (transposon), podem ser facilmente transmitidos entre diferentes hospedeiros, incluindo
humanos, animais e 0 meio ambiente (HARBOTTLE et al., 2006).

O surgimento e a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana continuam sendo desafio
para o tratamento de doencas zoonoticas e exigem conhecimento avangado sobre a frequéncia
de resisténcia entre bactérias potencialmente zoonoticas, a fim de monitorar os riscos a
populacdo humana (ISKANDAR et al., 2020). Neste sentido, o perfil de resisténcia de
linhagens de S. aureus isoladas de mastite bovina em rebanhos brasileiros no ano de 2020, esta

resumida na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resisténcia aos antimicrobianos em linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de
mastite bovina em rebanhos brasileiros no ano de 2020 (continua).

CI(?‘S?? (.jos Principio ativo  Prevaléncia da resisténcia Referéncia
antibidticos
Aminoglicosideos 3,25% (13/400) Pérez et al. (2020b)
Bacitracina 100% (1/1) Duarte et al. (2020)
Aminoglicosideos Estreptomicina 33,33% (7/20) Tavo et al. (2020)
0% (0/20) Tavo et al. (2020)
Gentamicina 5,71% (2/35) Alves et al. (2020)
80% (146/182) Santos et al. (2020)
. . 0% (0/20) Tavo et al. (2020)
Anfenicois Cloranfenicol 2.85% (1/35) Alves et al. (2020)
Amoxicilina 33,33% (7/20) Tavo et al. (2020)
Ampicilina 20,00% (3/15) Monistero et al. (2020)
Aztreonam 100% (1/1) Duarte et al. (2020)
Benzilpenicilina 94,50% (172/182) Santos et al. (2020)
Betalactamicos 100% (20/20) Tavo et al. (2020)
(Penicilinas e 80% (28/35) Alves et al. (2020)
Cefalosporinas) Penicilina 52,25% (217/400) Pérez et al. (2020b)
20% (3/15) Monistero et al. (2020)
15,85% (26/164) Zuniga et al. (2020)
Cefoxitina 2,19% (4/182) Santos et al. (2020)
Oxacilina 3,84% (7/182) Santos et al. (2020)
1,22% (1/82) Mello et al. (2020)
. . . 22,2% (4/20) Tavo et al. (2020)
Glicopeptideos Vancomicina 0% (0/82) Mello et al. (2020)
) i Lincomicina 47,7% (7/15) Monistero et al. (2020)
Lincosamidas ) .
Clindamicina 14,28% (5/35) Alves et al. (2020)
5,25% (21/400) Pérez et al. (2020b)
Macrolideos 13,3% (2/15) Monistero et al. (2020)
0,
Macrolideos 14,28% (5/35) Alves et al. (2020)
Espiramicina 93,3% (14/15) Monistero et al. (2020)
Rifamicina 2,85% (1/35) Alves et al. (2020)
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Tabela 2 — Resisténcia aos antimicrobianos em linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de
mastite bovina em rebanhos brasileiros no ano de 2020 (concluséo).

Classe dos

g Principio ativo  Prevaléncia da resisténcia Referéncia

antibidticos

Nitrofuranos Nitrofurantoina 8,57% (3/35) Alves et al. (2020)

Quinolonas Quinolonas 1,75 % (7/400) Pérez et al. (2020b)

100% (20/20) Tavo et al. (2020)

Tetraciclinas Tetraciclina 15,50% (62/400) Pérez et al. (2020b)

20,00% (7/35) Alves et al. (2020)

43,96% (80/182) Santos et al. (2020)

Fonte: Os autores.

Através da pesquisa nas bases de dados foram encontradas 8 publicacdes cientificas
relacionadas ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos de linhagens de S. aureus isoladas da
mastite bovina em rebanhos brasileiros, no ano de 2020. Os estudos apresentados na Tabela 2
somam um total de 899 linhagens de S. aureus isoladas em rebanhos de nove estados brasileiros,
séo eles, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo. Apenas o trabalho de Monistero et al. (2020) nao
descreveu o estado de origem das amostras.

Minas Gerais destaca-se na producdo leiteira sendo o estado mais avaliado, seis entre 0s
oito trabalhos apresentados avaliaram linhagens de S. aureus isoladas de rebanhos bovinos
mineiros. Nota-se também que quatro trabalhos avaliaram linhagens de S. aureus cedidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Gado de Leite, Brasil). A Embrapa
é uma grande referéncia brasileira em pesquisa da mastite bovina, e seu acervo é composto por
linhagens de S. aureus coletadas ao longo de muitos anos, de diversos estados brasileiros,
abrangendo as principais regides produtoras de leite do Brasil (PEREZ et al., 2020b).

Todas as linhagens estudadas foram isoladas de amostras de leite de vacas com mastite
clinica ou subclinica. As técnicas tradicionais de cultivo e identificacdo de S. aureus foram
largamente utilizadas, tal como a inoculacéo do leite ou do isolado em placas de dgar manitol
(meio seletivo para S. aureus), 4gar sangue (determinacéo da atividade hemolitica), &gar Brain
Heart Infusion (BHI) e agar nutriente, seguida da confirmacdo das col6nias por coloragédo
Gram, analises morfologicas, testes bioquimicos (maltose, trealose e manitol), testes de catalase
e coagulase. Pérez et al. (2020b) e Santos et al. (2020) além de realizar a avaliacéo fenotipica,
confirmaram a identificacdo dos isolados por analise de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

e pela deteccdo do gene da termonuclease (nuc) especifico para S. aureus.
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Diferentes técnicas para avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos foram utilizadas:
PCR (PEREZ et al., 2020b; ZUNIGA et al., 2020), reverse transcription (RT)-PCR (ZUNIGA
et al., 2020), difusdo em disco (ALVES et al., 2020; DUARTE et al., 2020; SANTOS et al.,
2020; TAVO et al., 2020), Vitek 2® Compact (SANTOS et al., 2020), E-test (MELLO et al.,
2020; SANTOS et al., 2020), MICRONAUT-S Mastitis (MONISTERO et al., 2020) e
microdiluicdo em caldo (DUARTE et al., 2020; MONISTERO et al., 2020). O método mais
utilizado para avaliacdo das linhagens foi o teste difusdo em disco, observado em quatro dos
artigos analisados, seguido da PCR, E-test e microdiluicdo em caldo, observados em dois
artigos cada um.

Os diferentes métodos empregados nos estudos podem ser levados em consideragdo na
comparacao do perfil de resisténcia. De forma geral, os critérios interpretativos dos dados sdo
definidos de modo que haja correlagdo entre os métodos. O teste de difusdo em disco é utilizado
rotineiramente em laboratorios de diagndstico, por ser de facil execucdo e ndo exigir
equipamentos especiais, entre outras vantagens em relacdo aos testes de diluicdo. Enquanto os
testes de diluicdo fornecem resultado quantitativo, a concentracao do antibiético que inibe uma
determinada espécie bacteriana (CLSI, 2018). Os critérios interpretativos sao determinados pela
selecdo de pontos de corte que definem as categorias de suscetibilidade e resisténcia destinadas
a orientar as decisdes de tratamento (TOMAZI; SANTOS, 2020). Nestes estudos, os pontos de
corte estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) foram usados para
analise dos resultados do teste de difusdo em disco, Vitek 2® Compact, E-test, MICRONAUT-
S Mastitis e microdiluicdo em caldo. No trabalho de Monistero et al. (2020) pontos de corte
padronizados pela Société Francaise de Microbiologie (SFM) também foram usados, para
lincomicina, canamicina e espiramicina.

Para as analises realizadas por PCR, a resisténcia bacteriana foi determinada pela
ocorréncia e expressdo dos genes de resisténcia, 0s principais genes investigados estdo
apresentados na Tabela 3. No trabalho de Pérez et al. (2020b), as linhagens que exibiram
fendtipo de resisténcia a qualquer um dos antimicrobianos no teste de difusdo em disco foram
avaliados quanto a presenca de genes de resisténcia aos farmacos, os resultados mostraram que
a maior prevaléncia foi para o gene blaz, 82,03% (178/217), e a menor prevaléncia foi para o
tetL 1,61% (1/62). Neste mesmo estudo, o gene de resisténcia a fluoroquinolona, mepA, foi
detectado pela primeira vez em todos os isolados de S. aureus de mastite bovina

fenotipicamente resistentes a ciprofloxacina ou enrofloxacina (7/7).
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Tabela 3 — Genes de resisténcia antimicrobiana investigados em Staphylococcus aureus isolado
de mastite bovina nas analises por PCR.

Alvo Gene Referéncia
o . L aac (6 '-le-aph (2') — la; Pérez et al. (2020b) e
Resisténcia aos aminoglicosideos aacA-aphD Zuniga et al. (2020).
Resisténcia a betalactimicos mecA, mecA (LGA251), blaz, Pérez et al. (2020b) e
femA e femB Zuniga et al. (2020).

erm(A); erm(B); erm(C);

Resisténcia a macrolideos erm(Y): mph(C): msr(A)

Pérez et al. (2020b)

Resisténcia a macrolideo /

lincosamida / estreptogramina B erm(T) Perez et al. (20200)
Resisténcia a quinolonas mepA Pérez et al. (2020b)
Resisténcia a tetraciclina tet(L); tet(K); tet(M); Pérez et al. (2020b)

Fonte: Os autores.

Outro fator que deve ser considerado na interpretacdo dos resultados é o tamanho da
amostra do estudo. Por exemplo, observa-se que a prevaléncia de resisténcia para gentamicina
variou de 0% a 80%, e o tamanho amostral variou de 20 a 182 respectivamente (TAVO et al.,
2020; SANTOS et al., 2020). Assim compreende-se que a variacdo no nimero de amostras
avaliadas tem grande impacto no resultado, quando apresentados em porcentagem. Contudo é
evidente que as linhagens de S. aureus tém apresentado alta prevaléncia de resisténcia a quase
todas as classes de agentes antimicrobianos aprovados para 0 uso em animais e humanos
(ALVES et al., 2020; DUARTE et al., 2020; MELLO et al., 2020; MONISTERO et al., 2020;
PEREZ et al., 2020b; SANTOS et al., 2020; TAVO et al., 2020; ZUNIGA et al., 2020). Desta
forma os riscos destas linhagens associadas a mastite bovina para a saide publica ndo podem

ser ignorados.

7 CONSIDERACOES FINAIS

A mastite bovina € uma doenca de carater complexo e multifatorial, que afeta 0 bem-
estar animal e causa grandes impactos financeiro em todos os setores da cadeia produtiva, desde
os produtores de leite até as industrias de laticinios e derivados. S. aureus é o principal
microrganismo contagioso causador da mastite. Dada a diversos fatores de viruléncia, esse
patdgeno causa infeccdes persistentes e de dificil tratamento. Assim destaca-se necessidade de
compreender os potenciais riscos das linhagens de S. aureus prevalentes em infeccGes
intramamarias em rebanhos bovinos brasileiros.
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Quando presentes em infec¢bes mastiticas em bovinos, S. aureus podem ser
potencialmente transmitidos aos seres humanos, por meio da transmissao ocupacional ou ainda
veiculados diretamente através do leite e da carne. Uma vez diagnosticada a mastite, o principal
desafio do veterinario/produtor € tratar os animais. Atualmente, os antibidticos tém sido
amplamente utilizados como o Gnico agente terapéutico no manejo. No entanto, além dos custos
relacionados ao tratamento, o surgimento de resisténcia e a ndo responsividade do gado aos
antibidticos, varias outras op¢oes de tratamento estdo sendo exploradas (vacinas, bacteriocinas,
fitoterapia, imunoterapia e tecnologia de nanoparticulas). Novas pesquisas devem ser
direcionadas para estratégias terapéuticas avancadas no intuito de oferecer solucdo para a
situacdo atual. Além disso, técnicas de diagnostico precoce e eficiente no nivel da fazenda
também devem ser estimuladas, o que permitird o controle e tratamento eficaz da mastite.

O controle continuo da doenca e da disseminacéo de patdg