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Introducdo e Objetivos: A raiva estd presente em todo o territorio
brasileiro e possui importancia na maioria dos estados, seja pelo seu cardter
zoondtico (saude publica), ou pelo seu carater econdmico, uma vez que é
responsavel por perdas a pecudria. O ataque de morcegos hematéfagos aos
bovinos acarreta em sérios prejuizos a pecudria, pois além dos animais mortos
pela doenga, os agredidos perdem peso e apresentam lesdes em diversas
partes do corpo, o que prejudica a qualidade do couro.[1] O virus da raiva
(RABV) nio infecta todas as estruturas do sistema nervoso central (SNC) de
modo uniforme. Vérios estudos com resultados discordantes discutem quais
seriam os fragmentos mais indicados para a detecgdo de antigenos virais. Os
fragmentos que contém antigenos de RABV com maior frequencia podem
variar de acordo com a patogenicidade, tropismo da amostra viral em questio
e de acordo com a espécie animal.[2] O Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), recomenda que para o diagndstico da raiva sejam
enviados fragmentos do cerebelo, cortex, medula oblonga, hipocampo e tdlamo.
[3] Com base nesses dados, o presente estudo foi delineado para verificar a
neuroinvasividade, neuroviruléncia e carga viral do RABV em amostras de SNC
de bovinos provenientes do Setor de Diagndstico da Raiva do Instituto Pasteur.
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Figura 3 - 5° dia de queda do hospedeiro

A- Orgio de Gené sob lupa. Glandulas
craniais (GC) e glandulas caudais (GD) ja
desenvolvidas.

B- Glandulas (G) com numerosas pegas
tubulares longas e ramificadas. MEV.

C- Detalhe das células que compdem as
glandulas. Substancia amorfa (S). Azul de
metileno.

D- Nesta eletromicrografia, é possivel
observar que as regies mais claras entre as
células, observadas na fig.C, correspondem a
interdigitagdes (*). N- nucleo. mi- mitocondria.
Li- inclusdo lipidica. J- jungdo. MET.

E- Notar que as células sdo positivas para PAS.
Presenga de substancia amorfa (S), na luz das
glandulas.

F- Grande quantidade de inclusoes lipidicas
sdo observadas no citoplasma das células que
constituem as glandulas, mostradas pelas
reagdo por Sudan Black.

Materiais e Métodos: Serio utilizadas amostras de encéfalo (talamo,
cortex, cerebelo e tronco encefalico — mesencéfalo, bulbo e ponte) de bovinos
naturalmente infectados, provenientes do Setor de Diagnodstico da Raiva
do Instituto Pasteur, durante o periodo de abril de 2015 a abril de 2016. A
confirmagdo da presenga do antigeno do virus da raiva sera realizada com
o emprego da reagao de imunofluorescéncia direta, tendo como parametros
a distribui¢do antigénica e a intensidade das reagdes. O isolamento viral,
tanto por inoculagdo intracerebral em camundongos, quanto em cultura
celular (células de neuroblastomamurino - N2A), sera realizado pelo Setor
de Virologia do Laboratério de Diagndstico do Instituto Pasteur/SP. Além
destas técnicas de confirmagdo da presenga de antigeno viral, também serao
realizadas a imunoistoquimica, a RT-PCR convencional e a RT-PCR em
tempo real, que permitirdo a obten¢do da carga viral. Os fragmentos serdo
submetidos a avaliagio histopatolégica com a coloragio de HE. Resultados
parciais: Até o presente das amostras de SNC colhidas de 59 bovinos houve
16 animais que apresentaram positividade para o antigeno do virus da raiva na
técnica de IFD, representando 26, 7% do total.

H4 muita discussdo a respeito da melhor regido do SNC a ser utilizada para
a realizagao do diagndstico da raiva pela demonstragdo do da presenga de
antigeno viral. A observagdo de uma distribuigdo antigénica mais na regiao
de bulbo olfatdrio, tilamo e cortex, além disso o cerebelo apresentaria uma
distribuigao irregular e em pequena quantidade, variando de fraco positivo
a negativo.* Porém, de acordo com o que pdde ser observado até o presente
momento, o cerebelo nao possui uma intensidade antigénica distinta das
outras regides analisadas (Tabela 1)

Ha indicagoes de que a regido de predile¢ao de maior intensidade antigénica
do RABV seria o tronco encefalico e particularmente o tdlamo, sendo que
outras regides, como hipocampo, cerebelo e cortex poderiam resultar em falsos

negativos. (3]
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Tabela 1 - Intensidade da distribui¢do antigénica do virus da raiva, avaliada
pela reagdo de imunofluorescéncia direta aplicada a fragmentos do Sistema
Nervoso Central de Bovinos segundo a regido examinada
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NT: Fragmento ausente.

Com o que pdde ser observado até o momento as regides com a melhor
intensidade antigénica foram cerebelo, mesencéfalo e talamo, indicando a
importancia dessas regides, principalmente quando, por exemplo é considerado
o animal 16, uma vez que a observagio de uma intensidade 1 (+) cerebelo,
cortex e hipocampo, poderia levar a resultados falsos negativos. Porém nao
podem ser excluidas as demais estruturas importantes para o diagnéstico do
antigeno do RABYV, principalmente quando ¢ considerado o caso dos animais
4 e 5, em que apenas o cortex foi enviado para analise.

A analise da distribui¢do da intensidade é importante uma vez que nem
todas as amostras de SNC recebidas apresentam todas as estruturas (Tabela 2).

Tabela 2 - Estrutura do Sistema Nervoso Central de bovinos encaminhada
para a realizagdo do dignodstico laboratorial da raiva

ESTRUTURA ‘ QUANTIDADE
Bulbo 30/59 50,8%
Cerebelo 46/59 77,97%
Cortex 58/59 98,31%
Hipocampo 54/59 91,53%
Medula Oblonga 06/59 10,17%
Mesencéfalo 49/59 83,05%
Ponte 27/59 45,76%
Talamo 51/59 86,44%

Quanto ao isolamento viral, dos 57 bovinos trabalhados até o presente,
pelo menos os animais que apresentaram positividade na IFD também
apresentaram positividade no isolamento viral, em pelo menos uma das
técnicas, cultivo celular ou inoculagdo intracerebral em camundongos
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados dos exames laboratoriais aplicados ao diagndstico
da raiva em materiais provenientes de bovinos, segundo o tipo de exame
laboratorial efetuado

IFD | Cultivo Celular | Inoculacido em Camundongos
1 Positivo Positivo -
2 Positivo Positivo -
3 Positivo Positivo -
4 Positivo Positivo -
5 Positivo Positivo -
6 Positivo Positivo -
7 Positivo Positivo -
8 Positivo Positivo -
9 Positivo Positivo -
10  Positivo - Positivo
11 Positivo Positivo Positivo
12 Positivo Positivo -
13 Positivo Positivo -
14  Positivo Positivo -
15  Positivo Positivo -
16  Positivo Positivo -

Os animais que apresentaram positividade para o antigeno viral do RABV
foram a 6bito em sua maioria por morte natural (62,5%), apés um periodo
médio de evolugio da doenca de 104 horas. Os animais acometidos tinham
em média 18 meses de idade, sendo que dos 16 bovinos, oito foram vacinados
contra a raiva e destes a metade, recentemente, indicando que talvez os animais
nao tivessem desenvolvido a imunidade necessaria para impedir a instalagdo e
o desenvolvimento da doenga.

Os animais eram provenientes principalmente da regido fronteirica com
o estado de Minas Gerais, regido considerada pelo Escritério de Defesa
Agropecudria (EDA) como drea epidémica para a ocorréncia de raiva (12/16),
0s outros casos eram originarios da area considerada como endémica (4/16).

Os locais de procedéncia sdo apresentados na tabela 4.

Franca 1
Ituverava 1
Patrocinio Paulista 1
Itatiba 2
Itararé 3
Socorro 8

Tabela 4 - Municipios de origem dos bovinos, cujo sistema nervoso central
foi enviado ao Instituto Pasteur de Sdo Paulo, para a realizagdo de provas
laboratoriais aplicadas ao diagndstico da raiva



Conclusdes: Até o presente, dentre os fragmentos do SNC de bovinos,
examinados para a confirmagéo do diagndstico da raiva os que apresentaram a
maior intensidade de marcagao antigénica na IFD foram cerebelo, mesencéfalo
e talamo. Além disso, o caso em que a positividade pela IFD nas regides
preconizadas pelo MAPA foi fraca, ou seja, foram observadas poucas inclusoes
virais, poderia ter resultado em um falso negativo, o que ressalta a importancia
de que pelo menos uma parte do tronco encefélico também seja encaminhada
para o diagnostico da raiva.

O isolamento viral em cultivo celular foi menos sensivel que a técnica de IFD,
mas é importante salientar que o cultivo celular ainda nao foi totalmente
padronizado para herbivoros, o que pode explicar tal resultado.

Apoio financeiro: O presente estudo tem auxilio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPq (133132/2015-3)

e Instituto Pasteur/SP.
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Introducdo e Objetivos: Estudos sobre castragio quimica no
Brasil referem-se a espécie canina e apresentam resultados promissores,
sendo considerada atualmente como uma nova alternativa para o controle
populacional desta espécie.[1],[2] Os trabalhos sobre caponizagao de aves
podem ser uma alternativa para o controle populacional de pombos e outras
espécies sinantrdpicas. Desta forma, o presente trabalho propée o galo como
modelo animal para avaliagdo dos efeitos da castragdo quimica.

As condigdes climaticas e a disponibilidade de alimentos no Brasil sdo
caracteristicas que propiciam ao pais uma alta biodiversidade de fauna e flora.
Fatores ambientais, educacionais e sanitdrios estdo relacionados direta ou
indiretamente com a presenga de animais sinantrdpicos nos grandes centros
urbanos, os quais podem representar um risco de satde publica, quando
participam como fontes de infec¢do ou reservatérios de doengas de cardter
zoondtico.[3]

Até 0 momento sdo descritas mais de 200 zoonoses, sendo geradas por diversos
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patdgenos (bactérias, virus, fungos, parasitas).[4] Muitas destas zoonoses estdo
associadas a presenga de pombos em areas urbanas e a tentativa de controle
populacional por leigos tém tornado frequentes os relatos de envenenamento.
Em decorréncia dos diversos transtornos gerados pelos animais sinantrépicos
foi instituida a Instru¢do Normativa Ibama n° 141 de 19 de dezembro de 2006
que tem a finalidade de regulamentar o controle e o manejo ambiental da fauna
sinantrépica nociva.

Perante a deficiéncia de medidas eficientes de controle populacional, o presente
trabalho foi delineado para analisar os efeitos da castragdo quimica com
gluconato de zinco em galos adultos como método alternativo para espécies
que apresentam exacerbado crescimento populacional, e que representam
risco a satde publica.

Materiais e Métodos: Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Uso Animal da FMVZ-USP. O produto utilizado para castragdo quimica foi o
Infertile®, composto por gluconato de zinco e dimetilsulfoxido (DMSO).
Foram utilizados cinco galos adultos da linhagem Hisex. O procedimento
adotado paraa avaliagdo da produgao de espermatozoides e o efeito da castragao
foi a realizagdo de uma andlise espermatica semanal durante trés semanas
antes e trés semanas apos a intervengao cirurgica, totalizando 6 andlises. O
sémen foi coletado por meio de massagem manual.[5] Apos a coleta, 0 sémen
foi diluido para analise de motilidade e vigor. A concentragao espermatica foi
determinada em camara de Newbauer com 10 pL de sémen diluido em formol
salina (FS). O mesmo volume foi utilizado para analise morfoldgica em camara
umida. A integridade de membrana foi testada com uso de corantes eosina e
nigrosina, cujo protocolo adotado foi de spL de eosina/nigrosina misturadas
com s5uL de sémen diluido por cerca de 30 segundos.

Ap0s as avaliagdes as aves foram submetidas a técnica de laparoscopia com
uso de anestesia inalatoria (mascara de isofluorano). Realizada uma incisio
de 3 cm na pele entre o segundo e terceiro espago intercostal, divulsdo do
musculo e tracionamento das costelas para aplicagdo intratesticular de
200pL do Gluconato de Zinco (Infertile®). A sintese do espago intercostal
e da pele foi realizada com fio nylon 2.0, em ponto simples continuo.
A avalia¢do de dor foi realizada desde 0 momento da indugao anestésica até 72
horas de pds-cirtrgico. Decorridos 7o dias da aplicagdo do infertile, os animais
foram submetidos a eutandsia e os seus testiculos foram coletados para a
realizagdo do exame histopatoldgico. Os testiculos foram mantidos em fixador
metacarn, emblocados em parafina e as laminas coradas com hematoxilina/
eosina.

Resultados e Discussdo: A dose do produto injetada normalmente é
associada ao tamanho do testiculo dos animais, sendo a menor dose de o,smL
em cies filhotes.[1] Devido a auséncia de parAmetro para aves, foi inferido,
com base no tamanho testicular, um volume o,2mL injetado em cada testiculo.
O tempo cirtrgico foi, em média, de 20 minutos para cada lado. A técnica
foi considerada simples, mas o custo de anestésicos foi elevado. A dificuldade
de acesso e o risco de sangramento também devem ser considerados como
aspectos limitantes da técnica para uso em populagdes.

No momento cirtrgico os pardmetros avaliados para analise de dor foram
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria e pressdo arterial. Apos a cirurgia
foram observados o comportamento dos animais segundo a escala de dor
proposta por Paula e Sakai,[6] na qual obtiveram resultado negativo para dor.
Os dados do espermograma sao apresentados na tabela 1. Observou-se
azospermia em 2/5 galos na primeira coleta, com diminuigdo da resposta
a massagem manual. Outros dois animais apresentaram comportamento
de choco e diminui¢do da vocalizagdo, mas mantiveram-se responsivos a
massagem cloacal. Apenas uma ave manteve o seu comportamento reprodutivo
preservado. Todas as aves tiveram diminui¢ao do vigor e concentragdo
espermatica. Em relagdo 4 morfologia, houve aumento de defeitos maiores, os
quais estdo relacionados com a capacidade de fertilizagéo.
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