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CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS — CCA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS — DCA

CONVOCACAO

O Chefe do Departamento de Ciéncias Animais (DCA) CONVOCA os professores

e o representante estudantil, relacionados na lista anexa, a se fazerem presentes na 3% Reunido

Extraordinaria de 2020 do DCA, com data, local e horério, abaixo determinados, para cumprir a

seguinte pauta:

1.

Apreciacdo e deliberacdo sobre as justificativas de auséncias enviadas ao email
(dca@ufersa.edu.br);
Apreciacdo e aprovacao da ata da 22 Reunido Extraordinaria de 2020 do DCA,;

Apreciacéo e aprovacao dos programas dos componentes curriculares:
ANI0023 ANATOMIA DOS ANIMAIS DOMESTICOS | (1200080)
AN10337 ANATOMIA DOS ANIMAIS DOMESTICOS |1 (1200083)
ANI0037 ANESTESIOLOGIA (1200094)
ANI10404 CLINICA CIRURGIA DE GRANDES ANIMAIS
ANI0398 CLINICA CIRURGICA DE PEQUENOS ANIMAIS
ANI0396 DIAGNOSTICO POR IMAGEM (1200103)
Apreciacéo e aprovacao dos projetos de pesquisa:
e Obtencdo, caracterizacdo e conservacdo de espermatozoides de emas
(Rhea americanas, Linnaeus, 1758) ALEXANDRE RODRIGUES SILVA
e APERFEICOAMENTO DO DILUENTE PARA A
CRIOPRESERVACAO DO SEMEN DE CATETOS (Pecari tajacu
LINNAEUS, 1758) POR MEIO DA INCORPORACAO DE
ANTIMICROBIANQOS, ANTIOXIDANTES E DETERGENTES.
ALEXANDRE RODRIGUES SILVA
e USO DO PLASMA FRIO ATMOSFERICO NO TRATAMENTO DO
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS FELINO EM ESTAGIO
AVANCADO CARLOS EDUARDO BEZERRA DE MOURA
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e ESTUDO DA INFECQAO CLINICA NATURAL PELO VIRUS DA
IMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV), ACHADOS DE IMAGENS E
FATORES DE RISCO NAS COINFECC}OES JOAO MARCELO
AZEVEDO DE PAULA ANTUNES

e AVALIACAO DE ESPECIES FORRAGEIRAS PARA REGIOES
SEMIARIDAS LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS

e BIOQUIMICA URINARIA DE EQUIDEOS MICHELLY FERNANDES
DE MACEDO

e PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) PARA TRATAMENTO DE
LESOES CUTANEAS EM EQUIDEOS MICHELLY FERNANDES DE
MACEDO

e PERFIL HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DE BOA
CONSTRICTOR MICHELLY FERNANDES DE MACEDO

e Atividade anti-inflamatdria e antioxidante do extrato da Cissampelos
sympodialis na inflamacdo pulmonar induzida pela fumaca do cigarro em
camundongos MOACIR FRANCO DE OLIVEIRA

e Glicosaminoglicanos nos eventos reprodutivos de catetos (Pecari tajacu
Linnaues, 1758) MOACIR FRANCO DE OLIVEIRA

e Morfometria do leitdo ao nascimento e sua relacdo com o desmame
RENNAN HERCULANO RUFINO MOREIRA

e Suplementacdo aminoacidica na racao de fémeas suinas em lactacdo sobre
0 desempenho da leitegada RENNAN HERCULANO RUFINO
MOREIRA

e Monitoramento farmacoterapéutico da dipirona (metamizol) e tramadol
em asininos (Equus asinus) VALERIA VERAS DE PAULA

Data: 22 de Maio de 2020 (Sexta-feira)

Local: Reuni&o Virtual pelo Google Meet
Horario: 09:30H as 11:00H

Mossord-RN, 20 de maio de 2020
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José Ernandes Rufino de Sousa

Chefe do Departamento de Ciéncias Animais (DCA)

RELACAO DOS CONVOCADOS

CONVOCADO ASSINATURA
1 ALEXANDRE PAULA BRAGA
2 ALEXANDRE RODRIGUES SILVA
3 ALEX AUGUSTO GONCALVES AFASTAMENTO
4 ALEX MARTINS VARELA DE ARRUDA
5 AMBROSIO PAULA BESSA JUNIOR
6 ARACELY RAFAELLE FERNANDES RICARTE
7 CARLOS CAMPOS CAMARA
8 CARLOS EDUARDO BEZERRA DE MOURA
9 DEBORA ANDREA EVANGELISTA FACANHA
10 FELIPE DE AZEVEDO SILVA RIBEIRO AFASTAMENTO
11 GENILSON FERNANDES DE QUEIROZ
12 GUELSON BATISTA DA SILVA
13 HUMBERTO GOMES HAZIN
14 IVANILSON DE SOUZA MAIA
15 JAEL SOARES BATISTA
16 JEAN BERG ALVES DA SILVA
17 JESANE ALVES DE LUCENA
18 JOSE ERNANDES RUFINO DE SOUSA
19 JOSEMIR DE SOUZA GONCALVES
20 JULIANA FORTES VILARINHO BRAGA
21 KATIA PERES GRAMACHO
22 LERNER AREVALO PINEDO
23 LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES ASSIS
24 MARCELLE SANTANA DE ARAUJO
25 MARCELO AUGUSTO BEZERRA
26 MARCELO BARBOSA BEZERRA
27 MAURICIO FRAGA VAN TILBURG
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28 MICHELLY FERNANDES DE MACEDO
29 MOACIR FRANCO DE OLIVEIRA AFASTAMENTO
30 PATRICIA DE OLIVEIRA LIMA
31 PEDRO CARLOS CUNHA MARTINS
32 RAIMUNDO ALVES BARRETO JUNIOR
33 RAQUEL LIMA SALGADO
34 REGINA VALERIA DA CUNHA DIAS
35 RENNAN HERCULANO RUFINO MOREIRA
36 ROGERIO TAYGRA VASCONCELOS FERNANDES
37 STHENIA DOS SANTOS ALBANO AMORA
38 VALDIR MARTINS DA FONSECA FILHO
39 VALERIA VERAS DE PAULA
40 WIRTON PEIXOTO COSTA
REPRESENTANTE DISCENTE
1 JOSIANY DE SOUZA CARNEIRO
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2. Apreciacdo e aprovacao da ATA da 22 Reunido extraordinéria de 2020 do

DCA;
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MINISTERIO DA EDUCACAQO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
Departamento de Ciéncias Animais

ATA DA SEGUNDA REUNIAO EXTRAORDINARIA DE DOIS MIL E VINTE
DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS

No décimo nono dia do més de maio do ano de dois mil e vinte, as nove horas e trinta
minutos, através da plataforma virtual Google Meet, foi realizada a Segunda Reunido
Extraordinaria de dois mil e vinte do Departamento de Ciéncias Animais. Estiveram
presentes 0s seguintes membros: José Ernandes Rufino de Sousa (Chefe do
departamento), Alexandre Rodrigues Silva, Alex Martins Varela de Arruda, Carlos
Eduardo Bezerra de Moura, Débora Andrea Evangelista Facanha, Genilson
Fernandes de Queiroz, Humberto Gomes Hazin, Jael Soares Batista, Josemir de
Souza Goncgalves, Jean Berg Alves da Silva, Juliana Fortes Vilarinho Braga, Kétia
Peres Gramacho, Liz Carolina da Silva Lagos Cortes Assis, Marcelle Santana de
Araujo, Michelly Fernandes de Macedo, Pedro Carlos Cunha Martins, Raimundo
Alves Barreto Junior, Regina Valéria da Cunha Dias, Rennan Herculano Rufino
Moreira, Rogério Taygra Vasconcelos Fernandes, Valéria Veras de Paula, Wirton
Peixoto Costa. Justificaram a auséncia os docentes: Jesane Alves de Lucena, Marcelo
Augusto Bezerra, Sthenia dos Santos Albano Amora. Docentes em afastamento: Alex
Augusto Gongalves, Felipe de Azevedo Silva Ribeiro, Moacir Franco de Oliveira.
Tendo verificado a existéncia de quérum, o Chefe do departamento, José Ernandes
Rufino de Sousa, iniciou a leitura dos pontos da convocagéo, e, apos verificar que todos
estavam de acordo com a mesma, declarou aberta a reunido e apresentou a pauta a
seguir: PONTO 1: Apreciacao e deliberagdo sobre as justificativas de auséncias
enviadas ao e-mail (dca@ufersa.edu.br); Aprovado por unanimidade. PONTO 2:
Apreciacao e aprovacao da Ata da Terceira Reunido Ordinaria do DCA em dois mil e
vinte. Aprovada pela maioria dos presentes. PONTO 3: Apreciacdo e aprovacdo da Ata
da Primeira Reunido Extraordinaria do DCA em dois mil e vinte. Aprovada também
pela maioria dos presentes. PONTO 4: Apreciacao e deliberacédo dos pontos de pauta
da 12 Reunido Extraordinaria de 2020 do CONSEPE. Ponto 1. Apreciagao e deliberagéo
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ATA DA SEGUNDA REUNIAO EXTRAORDINARIA DE DOIS MIL E VINTE
DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS

sobre a Ata da Segunda e Terceira Reunibes Ordinarias de dois mil e vinte;. Ponto
2. Apreciacdo e deliberagdo sobre renovagbes de afastamento; Aprovado por todos.
Ponto 3. Apreciacdo e homologacdo sobre designacdo pelo Reitor, ad referendum do
Consepe, de renovagdo de afastamento de servidores docentes. Aprovado por todos.
Ponto 4. Apreciacdo e emissdo de parecer ao Consuni sobre processo de redistribuicdo;
A Assembleia se absteve em relacdo a esse ponto. Ponto 5. Apreciacdo e deliberacéo
sobre alteracdo do calendario da pos-graduacdo 2020.1, aprovado anteriormente pela
deciséo Consepe/Ufersa n° 093/2019; Aprovado pela Assembleia com duas abstengoes.
Ponto 6. Apreciacao e deliberacdo sobre minuta de resolucdo que dispde sobre a oferta
opcional de componentes curriculares em Periodo Suplementar Excepcional em funcéo
da pandemia de COVID-19, durante a suspensdo emergencial do calendario académico
2020.1 da graduacdo; Aprovado com as seguintes alteracdes: Texto de Disposicdo
sugerido por Ricardo — PDF: Disp0e sobre a oferta opcional de componentes curriculares
em Periodo Suplementar Excepcional em funcdo da pandemia de COVID-19, durante a
suspensao emergencial do calendario académico 2020.1 da graduacdo na Universidade
Federal Rural do Semi- Arido (Ufersa). Texto do CONSIDERANDO sugerido por Relator
Quirino criar: CONSIDERANDO a Portaria UFERSA/GAB N° 208/ 2020, que dispde sobre
as medidas a serem adotadas no dmbito da Universidade Federal Rural do Semi-Arido —
Ufersa, em virtude da necessidade de mitigar ameacas de propagacdo do COVID-19; No
segundo considerando foi aprovado o texto de Relator Quirino criar: CONSIDERANDO a
Orientagdo Normativa UFERSA/GAB N° 1 de 27 de abril de 2020, que estabelece
orientacdes sobre o periodo letivo de que trata a Resolugdo CONSUNI/UFERSA N°
012/2017; Foi acatado a supressao do ultimo considerando sugerido por Ricardo — PDF.
Art;1 permanece com a redacéao original. Art; 2 redacéo sugerida por Livio — CCBS: Art. 2°

O Periodo Suplementar Excepcional consiste na oferta excepcional e opcional de
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componentes curriculares por meio de atividades pedagodgicas ndo presenciais (APNP)
enquanto durar a suspensao do calendario académico 2020.1. Bem como a sugestdo do
paragrafo Unico Hudson — CMC - criar: Paragrafo Unico. O retorno do Calendario
Académico 2020.1 é condicionado a conclusdo do Periodo Suplementar Excepcional. Art;
3 redacédo sugerida por Livio — CCBS: Supressao do Art. 3° e 0 seu Paragrafo Unico passa
a pertencer ao Art. 2°. Justificativa: o texto estava redundante com o Art. 2°. Paragrafo
Unico do art. 3 seguiu a redacédo de Livio — CCBS: Paragrafo unico. As APNP constituem-
se de um Plano/Programa Especial de Estudos Domiciliares disponibilizado aos discentes
no SIGAA, podendo ser mediadas por tecnologias e/ou plataformas virtuais de ensino e
aprendizagem institucionais, a critério do docente. Art; 4 permanece com a redacao
original. Art; 5 foi escolhida a redacdo sugerida por Ricardo — PDF Art. 5° O Periodo
Suplementar Excepcional sera opcional aos docentes e discentes, e destinado aos(as)
discentes com vinculo ativo na Ufersa. Justificativa: proporcionar a participacdo dos
discentes que ndo conseguiram se matricular no semestre 2020.1 Art. 6 a Assembleia
seguiu a sugestdo do professor Torres CCA: Verificar a possibilidade de contemplar
disciplinas com carga horaria com mais de 60h, e consequentemente com dura¢cdo maior
gue 5 semanas). Ficando o paragrafo Unico com a redacdo sugerida por Livio — CCBS:
Paragrafo Unico. Serdo mantidas a ementa e a carga-horaria dos componentes
curriculares oferecidos em periodo regular, assim como respeitadas as exigéncias de
prérequisitos e co-requisitos. Justificativa: Os co-requisitos também deverdo ser
respeitados. Art. 7 redagdo da PROGRAD - Art. 7° Os docentes que optarem por ofertar
componente curricular em Periodo Suplementar Excepcional deverdo efetuar a solicitacao
ao Departamento que o componente curricular esta vinculado em conformidade com o Art.
4°. Paragrafo primeiro com a redacdo da PROGRAD - 8§ 1°. No ato da solicitacdo o

docente devera apresentar o Plano de Curso do Componente Curricular com o programa

3
Av. Francisco Mota, 572, Bairro Costa e Silva. Mossoré/RN | Caixa Postal 137 | CEP:59625-900
Fone: (84) 3317- 8540/ RM: 1013-1195| E-mail: dca@ufersa.edu.br | www.ufersa.edu.br



76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

MINISTERIO DA EDUCACAQO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
Departamento de Ciéncias Animais

ATA DA SEGUNDA REUNIAO EXTRAORDINARIA DE DOIS MIL E VINTE
DO DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS

de estudos, por meio de formulario disponibilizado pela PROGRAD, contendo no minimo
0s seguintes itens. Art; 8 Texto original. Art. 9 foi aprovado com o texto do professor Torres
CCA: Art. 9°. A aprovacdo e acompanhamento das Turmas de Periodo Suplementar
Excepcional sdo de competéncia do Departamento ao qual a disciplina esta vinculada,
assegurando o cumprimento MiINIMO OBRIGATORIO do Programa Geral do Componente
Curricular; Art; 10 approvado com o texto de Torres CCA: Art. 10. Dispbe apenas que a
matricula sera feita via sigaa e o artigo 12° dispde que o critério de matricula sera o valor
do IEA e nada mais descreve. O DCA sugere mesclar esses dois artigos que tratam do
mesmo tema e criar paragrafos especificando os critérios, sujeitos e acdes necessarias
para a efetivacdo da matricula. Por exemplo, a analise e efetivacdo da solicitacdo de
matricula serd feita pela Prograd? Art. 11 foi escolhida a redacéo original. O paragrafo
segundofica com a redacdo de PROEC: § 2° Os discentes aprovados em componentes
curriculares ofertados no Periodo Suplementar Excepcional, caso estejam matriculados
neste mesmo componente no semestre 2020.1 regular, terdo esta ultima matricula
excluida de seu Histérico Escolar. Sedo acatada a sugestdo de se criar um paragrafo
terceiro por Quirino — CE - CRIAR: 83° A matricula em atividade ou unidade curricular de
TCC ou projeto de TCC, podera ser feita adicionalmente aos dois componentes
curriculares previstos no caput, desde que cumpridos os procedimentos estabelecidos na
RESOLUCAO CONSEPE/UFERSA N° 003/2019, de 22 de setembro de 2019 e atender
as prerrogativas do PPC do curso ao qual o aluno esta vinculado, bem como um quarto
paragrafo sugerido pelo professor Torres CCA: Propde § 3° que disponha também sobre o
gue acontecerd em caso de reprovacao? A reprovagdo constard no histérico? Art. 12
Todos se abstiveram, uma vez que votou-se pela juncdo doa art. 10 com o mesmo.
Paragrafo Gnico do art. 13 ficou assim: PROGRAD - Paragrafo Unico. O registro de

frequéncia sera vinculado a entrega de atividades definidas no Plano de Curso. Art. 14
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redacdo dada por PROGRAD: Art. 14. Sera permitido o trancamento de matricula em
disciplina oferecida em Turmas de Periodo Suplementar Excepcional conforme calendario
definido pela PROGRAD. Art. 15 optou-se pela redacdo de Livio — CCBS: Art. 15. A
matricula nos componentes curriculares do tipo Trabalho de Conclusdo de Curso e
Atividades Complementares serao realizadas pelas coordenacdes de curso. Todos foram
contrarios a supressao do paragrafo primeiro do artigo 15. Art. 16 redacdo de Quirino —
CE Art. 16. O prazo para a consolidacdo das turmas sera estabelecido no calendario letivo
definido pela PROGRAD. A maioria da Assembleia foi a favor da sugestdo da PROGRAD-
criar artigo: Art. 18. Fica vedada a oferta de componentes curriculares que possuam carga
horaria de laboratério. Bem como foram favoraveis a sugestdao de Hudson — CMC- criar:
Art. XX. A UFERSA oferecera capacitacdo a docentes e a discentes, antes do inicio das
atividades do periodo suplementar excepcional, para uso de plataformas digitais e de
metodologias de ensino-aprendizagem adequadas a EAD, estas especialmente aos
docentes. Encerrando a ordem do dia e nada mais havendo a tratar, o Chefe do
Departamento de Ciéncias Animais, professor José Ernandes Rufino de Sousa,
agradeceu a presenca de todos e deu por encerrada a reunido e, para constar, eu, Maria
Verlangia Alves Peixoto, Secretaria Executiva, lavrei a presente ata, que depois de lida e
achada conforme pelos presentes, segue assinada por mim e pelo Chefe do DCA,
professor José Ernandes Rufino de Sousae demais membros quando aprovada.
Chefe do Departamento:

José Ernandes Rufino de Sousa

Membros Presentes:

Alexandre Rodrigues Silva

Abrosio Paula Bessa Junior

Alex Martins Varela de Arruda
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Carlos Eduardo Bezerra de Moura

Débora Andrea Evangelista Facanha

Genilson Fernandes de Queiroz

Guelson Batista da Silva

Humberto Gomes Hazin

Jael Soares Batista

Josemir de Souza Gongalves

Jean Berg Alves da Silva

Juliana Fortes Vilarinho Braga

Katia Peres Gramacho

Liz Carolina da Silva Lagos Cortes Assis

Marcelle Santana de Aradjo

Marcelo Barbosa Bezerra

Michelly Fernandes de Macedo

Moacir Franco de Oliveira

Pedro Carlos Cunha Martins

Raimundo Alves Barreto Junior

Raquel Lima Salgado

Regina Valéria da Cunha Dias

Rennan Herculano Rufino Moreira

Rogério Taygra Vasconcelos Fernandes

Valéria Veras de Paula

Wirton Peixoto Costa

Secretario:

Maria Verlangia Alves Peixoto
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3. Apreciacao e aprovacéo dos programas dos componentes curriculares:
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO ss
& SISTEMA INTEGRADO DE GESTAO DE ATIVIDADES ACADEMICAS i.‘

EmiTiDO EM 20/05/2020 17:23
Portal do Docente

Componente Curricular: ANIO023 - ANATOMIA DOS ANIMAIS DOMESTICOS I (1200080)
Créditos: 6 créditos
Carga Horaria: 90 horas
Unidade Responsavel: DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
Tipo do Componente: DISCIPLINA

Anatomia Veterindria GeralOsteologialunturas (Artrologia,

Ementa: _. - ) ) :
Sindesmologia)MiologiaNeuroanatomiaPele e anexos.

Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagoes: 3

Objetivos

Objetivo geral:

Discutir conceitos introdutdrios sobre estudo da anatomia veterinaria, bem como fundamentos
anatomofuncionais dos sistemas esquelético, articular, muscular, circulatorio e nervoso, da pele e seus
anexos; de forma integrada e aplicada a compreenséo da clinica e cirurgia dos animais domésticos.
Objetivos especificos:

e Discutir sobre estudo da anatomia veterinaria: conceitos, historico, divisdes e métodos;

e Esclarecer aspectos gerais da terminologia anatomica veterinaria;

e Diferenciar os termos anatomicos de posicdo e direcdo nos animais domésticos;

e Demonstrar os sistemas esquelético, articular e muscular e suas constituintes;

e Descrever os sistemas circulatorio e nervoso e seus constituintes;

e Demonstrar pele e seus anexos;

e Descrever as variacées anatomicas do aparelho locomotor entre os animais domésticos;

e Descrever as variacées anatémicas dos sistemas circulatdrio e nervoso entre os animais domésticos;
e Definir sistemas nervoso central e periférico;

e Diferenciar sistemas nervoso somatico e visceral e seus componentes;

e Estabelecer relacdes interdisciplinares, destacando conhecimentos morfofuncionais e suas associacées as
demais disciplinas do curso de Medicina Veterinaria.

Conteldo Programatico

N° de Horas

Unidade Topicos e Conteldo - -
P Teorico |Pratico

Introducdo ao estudo da Anatomia Veterindria: conceito, histérico, divisdo,
objetivos;

Nomenclatura anatémica; conceito de normal e variacdo em anatomia; fatores
gerais de variagao anatémica;

Planos de delimitacdo, eixos de construcdo e planos de secgdo dos mamiferos
domeésticos;

Antimetria, metameria, paquimeria e estratificagao;

Termos de posicao e diregdo;

Introducdo a osteologia veterinaria;

Generalidades sobre o estudo dos 0ssos;

Classificacdo e constituicdo dos ossos;

I Irrigagao, drenagem e inervagdo dos 0ssos;

Descricdo dos o0ssos e das particulares da superficie dos ossos do membro
toracico nas espécies domésticas;

Descrigao dos ossos e das particulares da superficie dos ossos do membro pélvico
nas espécies domésticas;

Descricdo dos ossos e das particulares da superficie dos ossos do esqueleto axial
nas espécies domésticas (cabega, coluna vertebral, costelas e esterno);
Introdugdo a Artrologia Veterinaria.

Conceitos, classificagao das junturas;

ArticulagOes (junturas) sinoviais;

Movimentos das junturas;

Inervagao e irrigagao das junturas;

Orlas, discos e meniscos.

12 18

II Introdugdo ao estudo da anatomia macroscopica dos musculos; 12 18
Variedades de musculos: musculos liso, cardiaco e estriado esquelético;
Elementos anatomicos de um musculos esquelético; Fascia muscular;

Origem e insercdo; Classificacdo anatdomica dos musculos; Classificacdo funcional
dos musculos;
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Acdo muscular; Anexos musculares;

Musculos do membro toracico;

Musculos do membro pélvico;

Musculos da cabega e pescoco;

Musculos téraco-abdominais;

Generalidade sobre o sistema cardiovascular;

Aorta toracica e abdominal: origens e ramificagdo

Sistema da veia cava cranial, cava caudal e porta hepatico

Pele e anexos.

Sistema linfatico: generalidades

Linfaticos em geral e 6rgdos hematopoeticos

Generalidades sobre o estudo do sistema nervoso: origem, classificacdo e
divisOes;

Meninges, ventriculos, plexo cordide e liquor;

Telencéfalo e diencéfalo;

III Tronco encefalico; 12 18
Cerebelo;

Nervos cranianos;

Medula espinal;

Nervos espinhais e plexos nervosos;
Sistema nervoso autonomo;
Sistema nervoso entérico;

Vias neuronais.

Competéncias e Habilidades

¢ Reconhecer as relagdes entre a forma e a fungao dos 6rgdos e os sistemas;

e Identificar variagd0es anatdmicas dos o0ssos, articulagdes e musculos dos animais domésticos e suas
implicagdes na clinica de cada espécie;

e Descrever a anatomia dos vasos sanguineos comumente utilizandos na venopuncao e afericdo da pressao
arterial nos animais domésticos;

e Ilustrar vias neuronais 6ptica, olfativa, auditiva, vestibular, proprioceptiva, motoras, viscerais e da dor;

e Praticar coleta de liquido cefalorraquidiano na cisterna cerebelomedular e espaco interarqueado em
cadaveres de animais;

e Reconhecer a anatomia das regiGes dos bloqueios nervosos comuns na pratica da medicina veterinaria;

e Planejar a difusdo de conhecimentos anatdmicos para tutores, importantes nos cuidados com a salde dos
animais;

e Avaliar casos clinicos que permitam a aplicagdo dos conhecimentos de anatomia adquiridos na disciplina.

Metodologia

No ensino de anatomia dos animais domésticos serdo empregadas metodologias ativas, como aprendizado
baseado em problemas (ABP), sala de aula invertida, simulagdes, check list, problematizacao; bem como
aulas expositivas dialdgicas especialmente de temas e conceitos de maior complexidade; aulas praticas com
pecas anatdmicas e cadaveres de animais formolizados, dissecacGes, estudos de casos e discussdo de artigos
cientificos, atividades Iudico-interativas e trabalhos em equipe.

A avaliacdo se processara de forma continua, sendo indispensavel a participagdo ativa do aluno quanto a
exposicdo de davidas, questdes, problemas, participacdo nas atividades propostas, trabalho em equipe e se
completard com a discussdo e entrega de estudos de casos, relatdrios de dissecacdes, siimula de artigos
cientificos e aplicagdo de provas teoricas e praticas.

Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

Dyce, K. M.. Tratado de anatomia veterinaria . . Elsevier. 2010. ISBN: 978-85-352-3672-9 (ENC.)

Frandson, Rower D.. Anatomia e fisiologia dos animais de fazenda . 6.ed.. Guanabara Koogan. 2011. ISBN:
978-85-277-0962-9 (Broch.)

Konig, Horst Erich. Anatomia dos animais domésticos . 6.ed.. Artmed. 2016. ISBN: 978-85-8271-299-3
(Broch.)
Referéncias Bibliograficas Complementares

Getty, Robert. Sisson/Grossman: anatomia dos animais domésticos. . Guanabara Koogan. 1981. ISBN: 85-
201-0079-1 (Enc.)

MacCracken, Thomas O.. Spurgeon atlas colorido de anatomia de grandes animais: fundamentos. .
Guanabara Koogan. 2004. ISBN: 978-85-277-0888-4 (Broch.)

Ashdown, Raymond R. Atlas colorido de anatomia veterindria de equinos . 2.ed.. Elsevier. 2011. ISBN: 978-
85-352-5038-1

APROVADO PELO DEPARTAMENTO EM



APROVADO PELO CONSEPE EM

Para conferir as informagoes contidas neste documento, acesse
https:/ /sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/public/componentes/busca_componentes.jsf, informando o cédigo
do componente curricular e o nivel de ensino correspondente.

SIGAA | Superintendéncia de Tecnologia da Informagdo e Comunicagdo - (84) 3317-8210 | Copyright © 2006-2020 -
UFERSA - srv-sigaa02-prd.ufersa.edu.br




SISTEMA INTEGRADO DE GESTAO DE ATIVIDADES ACADEMICAS ..O

@ UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO sss
i

EmiTiDO EM 20/05/2020 17:24
Portal do Docente

Componente Curricular: ANIO037 - ANESTESIOLOGIA (1200094)
Créditos: 4 créditos
Carga Horaria: 60 horas
Unidade Responsavel: DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
Tipo do Componente: DISCIPLINA
Ementa: CODIGO ANTIGO: 1200094
Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagbes: 3

Objetivos

1 Estudar a farmacodinamica e farmacocinética dos principais farmacos utilizados em anestesia.
. Avaliagdo e monitoragdo do paciente durante o periodo peri-operatorio.

. Emprego de técnicas anestésicas nas diferentes espécies.

. Estudar a dor no paciente cirtrgico e saber alivia-la;

. Estudar a reanimacéo cardiorrespiratoria e cerebral.

. Estudar os equipamentos de anestesia, bem como os circuitos de anestesia

AU hWN

Conteddo Programatico

o
Unidade Topicos e Conteldo N® de Horas

Teoérico | Pratico

Introdugdo a Anestesia
Avaliagao pré-anestésica
Medicagdo pré-anestésica:
I Anticolinérgicos. 12 8
Tranquilizantes: Fenotiazinas, butirofenonas e benzodiazepinicos
Sedativos: Alfa2-agonistas.

Estudo da dor e analgésicos opioides.

Anestesia Geral Intravenosa:

N&o Barbiturica: Dissociativos, Imidazdlicos e Fendlicos.
II Barbituricos

Intubagdo

Anestesia Geral Inalatoria

Equipamentos de Anestesia

12 8

Anestésicos Locais

Técnicas de anestesias locais
III Técnicas Anestésicas em eqliinos 12 8
Ressuscitagao Cardiopulmonar e Cerebral

Competéncias e Habilidades

Competencias e habilidades

Metodologia

As metodologias empregadas sdo aulas expositivas com utilizacdo de projetor mutimidia, textos e discussdo
com os alunos, aulas praticas com atendimento de pacientes para a aplicagdo das técnicas anestésicas e
farmacos estudados. Utilizagdo de cadaveres para treino das técnicas utilizadas em anestesia.

Estudos dirigidos e contelidos deixados no SIGAA para complementagdo do ensino.

Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

CORTOPASSI, S. R. G.; FANTONI, T. D. Anestesia em caes e gatos. 2 ed. Sdo Paulo: Roca, 2010. 620pp.
TRANQUILLI, W. J.; THURMON, J. C.; GRIMM, K. A. Lumb’s & Jones Anestesiologia e analgesia em
veterinaria. 5 ed. Iowa: Blackwell Plublishing, 2017, 1056pp.

LUNA, S. P. L.; CARREGARO, A. B. Anestesia e Analgesia em Equideos, Ruminantes e Suinos. Séo Paulo:
MedVet, 2019696p.
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Referéncias Bibliograficas Complementares

DOBERTY, T.; VALVERDE, A. Manual de Anestesia & Analgesia em Equiinos. Sao Paulo: Roca, 2008. 334pp.
DUKE, J. Segredos em Anestesiologia. 3 ed. Porto Alegre: Artmed, 2009. 584p.

MANICA, J. Anestesiologia Principios e Técnicas. 3 ed. Sdo Paulo: Artmed, 2004 1386pp.

CANGIANI, L.M.; POSSO, I.P.; POTERIO, G.M.B.; NOGUEIRA, C.S. Tratado de Anestesiologia SAESP. 8 ed.
Sdo Paulo: Atheneu. V. 1 e 2, 2018.4000p

MASSONE, F. Anestesiologia Veterinaria Farmacologia e Técnicas Texto e Atlas. 6 ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2011, 428 pp.

APROVADO PELO DEPARTAMENTO EM

APROVADO PELO CONSEPE EM

Para conferir as informagdes contidas neste documento, acesse
https:/ /sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/public/componentes/busca_componentes.jsf, informando o cédigo
do componente curricular e o nivel de ensino correspondente.
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Componente Curricular: ANIO337 - ANATOMIA DOS ANIMAIS DOMESTICOS II (1200083)
Créditos: 6 créditos
Carga Horaria: 90 horas
Unidade Responsavel: DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
Tipo do Componente: DISCIPLINA

Esplancnologia. Conceito de Viscera. Cavidade Celomaticas. Sistema
Ementa: Respiratério, Sistema Digestério, Sistema Urinario, Sistemas Genitais
Masculino e Feminino, Sistema enddcrino e Orgdos do sentido.

Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagé6es: 3

Objetivos

Objetivo geral:

Proporcionar fundamentos anatomicos referentes as cavidades celomaticas, esplancnologia e 6rgaos dos
sentidos, de forma integrada com outros aspectos morfofisioldgicos e aplicados a compreensdo da clinica,
cirurgia e reprodugdo dos animais domésticos.

Objetivos especificos:

e Discutir conceitos sobre 6rgdos e visceras;

e Descrever cavidades celomaticas, seus revestimentos e limites;

e Demonstrar sistemas viscerais e as visceras que os compde;

e Identificar a vascularizacéo e inervacgdo das visceras;

e Descrever as variacGes anatémicas das visceras entre os animais domésticos;

e Demonstrar os 6rgdos dos sentidos e sua constituicdo;

e Estabelecer relagdes interdisciplinares, destacando conhecimentos morfofuncionais e suas associacées as
demais disciplinas do curso de Medicina Veterinaria.

Conteddo Programatico

N° de Horas

Unidade Topicos e Conteddo Teérico Pratico

Esplacnologia: conceito de érgdos, visceras, classificagdo e divisdo das cavidades
do corpo

Cavidade toracica

Coragao e vasos da base

Sistema respiratdrio: conceitos e generalidades

I Sistema respiratério: nariz externo, cavidade nasal, seios paranasais, nasofaringe 12 18
e laringe

Sistema respiratdrio: traqueia, bronquios, pulmdes, pleura e musculos
respiratorios

Inervacdo e vascularizacdo dos 6rgdos do sistema respiratorio

Generalidades sobre endocrinologia

Gléndulas endécrinas

Cavidade abdominal

Sistema digestorio: conceitos e generalidades

Sistema digestorio: boca, glandulas salivares, faringe e eséfago
Sistema digestorio: estdbmago dos animais domésticos

II Sistema digestorio: Intestinos e peritonio 12 18
Sistema digestorio: Figado e pancreas

Inervacdo e vascularizacdo dos 6rgdos do sistema digestorio
Sistema urinario: generalidades e arquitetura renal

Sistema urinario: rins, ureteres, bexiga e uretra

III |Cavidade pélvica 12 18
Sistema genital masculino: conceitos e generalidades

Sistema genital masculino: testiculos, envoltérios testiculares, epididimo, ductos
deferentes e glandulas anexas

Sistema genital masculino: pénis, musculos associados a eregdo e prepucio
Inervacdo e vascularizagdo dos 6rgdos do sistema genital masculino

Sistema genital feminino: conceitos e generalidades

Sistema genital feminino: ovarios e tubas uterinas dos animais domésticos
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Sistema genital feminino: Gtero, vagina, vulva e glandulas anexas dos animais
domésticos

Sistema genital feminino: placenta e outros anexos fetais

Inervagdo e vascularizagdo dos 6rgdos do sistema genital feminino

Estesiologia: olho e anexos

Estesiologia: orelha

Competéncias e Habilidades

¢ Reconhecer as relagdes entre a forma e a fungdo dos 6rgdos e os sistemas;

e Diferenciar as visceras que compdem os diversos sistemas viscerais do corpo animal;

e Localizar as visceras contidas nas cavidades celomaticas e suas relagdes de sintopia;

e Praticar a dissecacao das cavidades celomaticas, seus revestimentos e visceras;

e Investigar a constituicdo dos érgdos dos sentidos e sua relagdo com o sistema nervoso;

e Comparar os sistemas organicos entre espécies domésticas, identificando as variacdes anatomicas e suas
implicagdes na fisiologia propria de cada espécie;

e Praticar toracocentese, entubacdo endotraqueal, passagem de sonda nasogastrica, drenagem do ducto
nasolacrimal em cadaveres de animais;

e Planejar a difusdo de conhecimentos anatdmicos para tutores importantes nos cuidados com a satude dos
animais;

e Avaliar casos clinicos que permitam a aplicagdo dos conhecimentos de anatomia dos sistemas viscerais e
orgaos dos sentidos.

Metodologia

No ensino de anatomia dos animais domésticos serdo empregadas metodologias ativas, como aprendizado
baseado em problemas (ABP), sala de aula invertida, simulagdes, check list, problematizacdo; bem como
aulas expositivas dialdgicas especialmente de temas e conceitos de maior complexidade; aulas praticas com
pecas anatdmicas e cadaveres de animais formolizados, dissecagGes, estudos de casos e discussdo de artigos
cientificos, atividades ludico-interativas e trabalhos em equipe.

A avaliagdo se processara de forma continua, sendo indispensavel a participacdo ativa do aluno quanto a
exposicdo de davidas, questdes, problemas, participacdo nas atividades propostas, trabalhos em equipe e se
completarad com a discussdo e entrega de estudos de casos, relatdrios de dissecagdes, siimula de artigos
cientificos e realizacdo de provas teoricas e praticas.

Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

Dyce, K. M.. Tratado de anatomia veterinaria . . Elsevier. 2010. ISBN: 978-85-352-3672-9 (ENC.)

Konig, Horst Erich. Anatomia dos animais domésticos . 6.ed.. Artmed. 2016. ISBN: 978-85-8271-299-3
(Broch.)

Frandson, Rower D.. Anatomia e fisiologia dos animais de fazenda . 7.ed.. Guanabara Koogan. 2011. ISBN:
978-85-277-1818-9 (Broch.)
Referéncias Bibliograficas Complementares

MacCracken, Thomas O.. Spurgeon atlas colorido de anatomia de grandes animais: fundamentos. .
Guanabara Koogan. 2004. ISBN: 978-85-277-0888-4 (Broch.)

Getty, Robert. Sisson/Grossman: anatomia dos animais domésticos. . Guanabara Koogan. 1981. ISBN: 85-
201-0079-1 (Enc.)

Ashdown, Raymond R. Atlas colorido de anatomia veterinaria de equinos . 2.ed.. Elsevier. 2011. ISBN: 978-
85-352-5038-1

APROVADO PELO DEPARTAMENTO EM

APROVADO PELO CONSEPE EM

Para conferir as informagoes contidas neste documento, acesse
https:/ /sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/public/componentes/busca_componentes.jsf, informando o cédigo
do componente curricular e o nivel de ensino correspondente.
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Componente Curricular: ANI0O396 - DIAGNOSTICO POR IMAGEM (1200103)
Créditos: 4 créditos
Carga Horaria: 60 horas
Unidade Responsavel: DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
Tipo do Componente: DISCIPLINA

Radiologia Veterinaria (introdugdo ao estudo da radiologia veterinaria;
propriedades, aplicagdo e seguranca radioldgica; técnicas e
posicionamentos radiograficos em medicina veterinaria; interpretagdo
radiografica); Ultrassonografia Veterinaria (introdugédo ao estudo da

Ementa: ultrassonografia veterinaria; propriedades e aplicacdo do ultrassom
diagndstico; técnicas e posicionamentos ultrassonograficos em
medicina veterinaria; interpretacdo de exames ultrassonograficos);
Endoscopia Veterinaria e outros métodos de diagnostico por imagem
(tépicos introdutorios).

Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagées: 3

Objetivos
Introduzir conceitos basicos sobre o estudo dos meios de Diagndstico por Imagem em Medicina Veterinaria,

com énfase em radiologia e ultrassonografia, apresentando também tdpicos de endoscopia e outras técnicas
por imagem em animais domésticos e silvestres.

Conteddo Programatico

N° de Horas

Unidade Topicos e Conteddo Teérico Pratico

Introdugdo ao estudo do Diagndstico por Imagem em Medicina Veterinaria;
Introdugdo a Radiologia e Ultrassonografia Veterinaria;

Endoscopia veterinaria e outras técnicas por imagem;

Propriedades em radiologia e ultrassonografia veterinarias;

Técnicas de seguranga em radiologia e ultrassonografia veterinarias;
Técnicas radiograficas contrastadas;

ProjecOes radiograficas ortogonais e janelas acusticas em medicina veterinaria;
Interpretacdo de exames por imagem;

Anatomia por imagem e principais enfermidades do aparelho locomotor de
pequenos animais - apendicular;

Anatomia por imagem e principais enfermidades do aparelho locomotor de

II grandes animais - apendicular; 8 12

Anatomia por imagem e principais enfermidades do aparelho locomotor de
pequenos animais - axial;

Diagndstico por imagem do aparelho locomotor de animais silvestres;

Diagndstico por imagem da cavidade toracica de pequenos animais;

Diagndstico por imagem do aparelho digestério de pequenos animais;
III 8 12
Diagndstico por imagem do aparelho génito-urinario de pequenos animais;

Diagndstico por imagem abdominal e toracico de animais silvestres.

Competéncias e Habilidades

Nesta disciplina os discentes terdo as nogdes basicas das principais técnicas por imagem em medicina
veterinaria, facilitando o entendimento das enfermidades e ajudando no tratamento e obtengdo de
progndstico.
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Metodologia
Aulas teodricas expositivas;
Aulas praticas na UFERSA e em clinicas e fazendas externas;
Discussdo de casos clinicos;
Anadlise e discussdo de artigos cientificos.
Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

O'Brien, Robert T.. Radiologia toracica para o clinico de pequenos animais . . Roca. 2003. ISBN: 857141437-1
(Enc.)

Kealy, J. Kevin. Radiologia e ultrassonografia do cdo e do gato . 5.ed.. Elsevier. 2012. ISBN: 978-85-352-
4510-3 (Broch.)

Carvalho, Cibele Figueira. Ultra-sonografia em pequenos animais . Roca. 2004. ISBN: 85-7241-514-9 (Enc.)

Referéncias Bibliograficas Complementares

Heuwieser, W.. Exame de gestacdo em bovinos por meio de ultrassonografia: guia para diagnostico preciso e
conduta econémica na pratica veterinaria. . MedVet. 2010. ISBN: 978-85-62451-04-1 (Broch.)

. Diagnostico de radiologia veterinaria . . Elsevier. 2010. ISBN: 978-85-352-3563-0 (Enc.)

APROVADO PELO DEPARTAMENTO EM

APROVADO PELO CONSEPE EM

Para conferir as informagdes contidas neste documento, acesse
https:/ /sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/public/componentes/busca_componentes.jsf, informando o cédigo
do componente curricular e o nivel de ensino correspondente.
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Componente Curricular: ANIO398 - CLINICA CIRURGICA DE PEQUENOS ANIMAIS
Créditos: 4 créditos
Carga Horaria: 60 horas
Unidade Responsavel: DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
Tipo do Componente: DISCIPLINA
Ementa: CODIGO ANTIGO: 1200105
Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagbes: 3

Objetivos

1. Proporcionar uma visdo global sobre as afeccBes cirlrgicas que mais frequentemente acometem animais
domésticos de pequeno porte (enfoque cdes e gatos);

2. Conduzir casos clinicos referentes a estas afeccdes, com vistas a elaborar os diagndsticos;

3. Realizar os procedimentos cirdrgicos casuisticos;

4.Integrar os discentes na realizacdo de estudos em grupo, normatizacdo de trabalhos, familiarizacdo e uso
de terminologias técnicas, amadurecimento de raciocinio critico e abordagens discursivas ante os temas a
serem ministrados.

5. Embasar o encaminhamento, quando necessario, dos casos mais complexos aos centros mais
especializados, com histdrico clinico adequadamente elaborado e suspeita clinica fundamentada.

Conteldo Programatico

N° de Horas

Unidade Topicos e Conteddo Teérico Pratico

INTODUCAO A DISCIPLINA, PLANO DE ENSINO, AULAS PRATICAS

AFECCOES CIRURGICAS NA CABECA

Ouvido externo: Otohematomas. Boca: Fraturas mandibulares e maxilares.
Cirurgias extraoculares: do globo ocular e 6rbita; blefaroplastias; cirurgias em
membranas nictantes (prolapsos de glandulas lacrimais); agenesia de ducto
nasolacrimal; enucleagao, exenteragao e evisceragdo de globo ocular.

AFECCOES CIRURGICAS NO PESCOCO E TORAX

AfeccOes do esOfago: corpos estranhos esofdgicos (cervicais e toracicos),
rupturas e estenoses. AfeccBes da traquéia: estenose e colapso traqueal,
rupturas traumaticas. Afecgdes de glandulas salivares: mucoceles e ranulas
salivares.

Aulas praticas: Casuisticas do HOVET relacionadas aos temas

AFECCOES CIRURGICAS NO ABDOMEN

AfeccOes gastricas: gastrotomias, gastrectomias, gastropexias; dilatacéo e torcdo
gastrica, dilatacdo vodlvulo-gastrica; piloroplastias, piloromiotomias. AfeccGes
intestinais: obstrugdes, torgdes, intussuscepgodes, prolapsos e amputagdes retais;
Patologias de saco perianal. Hérnia perianal. Afeccbes do sistema urinario:
I1 Cistotomias, ectopias ureterais, hipospadias. Afecgbes do sistema reprodutor| 12 12
feminino: tumores mamarios, piometra, edema e prolapso vaginal, prolapso
uterino. AfeccBes do sistema reprodutor masculino: hipertrofias prostaticas
benignas, abscesso prostaticos.

Aulas praticas: Casuisticas do HOVET relacionadas aos temas

IIT |SISTEMA AO/ASIF 6 6
Introdugdo, histérico, cursos, principios técnicos ortopédicos, instrumentais e
implantes metalicos utilizados, principios e objetivos da fixacdo interna; aspectos
e indicacdo do uso de fixadores esqueléticos internos e externos. Principais
implantes metalicos ortopédicos: pinos lisos de "Steinman e Rush", pinos de
rosca central, pinos de Schanz, pinos de rosca total. Parafusos para o0ssos
corticais e esponjosos. Fios metalicos. Hastes bloqueadas. Préotese total de
quadril (acetadbulo, colo e cabeca femural). Placas: neutras, PCD, PCD-L,
bloqueadas.

AFECCOES CIRURGICAS OSSEAS E ARTICULARES
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Fraturas em membros toracicos e pélvicos. Luxacdao patelar. Displasia coxo-
femoral. Ruptura de ligamentos do joelho (ligamentos cruzados craniais e
caudais, laterais e colaterais).

AFECCOES CIRURGICAS NA COLUNA ESPINAL

Instabilidade atlantoaxial; Discopatias (Hansen I, Hansen II e Hansen III)
cervicais, toraco-lombares e lombares; sindrome compressdao de cauda eqlina;
Traumatismos na coluna vertebral. Abordagens e principais técnicas utilizadas na
resolucdo de enfermidades ou afecgbes pds-traumaticas da coluna espinal:
laminectomias dorsais, hemilaminectomias, corpectomias, fenestragdes de discos
intervertebrais (na extrusdao ou protusdo de discos intervertebrais; Resolugbes
com uso de pinos metalicos, placas ésseas, parafusos, fios metalicos, cimentos
Osseos (resinas e outros polimeros) e combinagdes.

Casuisticas do HOVET relacionadas aos temas

Competéncias e Habilidades

A Disciplina é proposta com o objetivo de proporcionar aos alunos o conhecimento tedrico e a vivéncia basica
sobre as principais patologias trataveis cirurgicamente, que ocorrem em animais de companhia (com énfase
em caninos e felinos domésticos). Abordando, de forma global, consideragdes sobre as definigdes;
fisiopatologias clinicamente relevantes; os diagndsticos; tratamentos cirurgicos; a descricdo da técnica
cirirgica mais adequada; os cuidados e avaliacGes pds-operatorios; possiveis complicacdes pds-operatdrias
e, os progndsticos provaveis, distribuidos nos tépicos que se seguem. I. AfecgGes cirlrgicas na cabega; II.
AfeccOes cirdrgicas no pescogo e térax; III. AfeccOes cirdrgicas abdominais; IV. AfeccOes cirdrgicas
locomotoras (6sseas e articulares); V. AfecgGes cirlrgicas na coluna e medula espinal.

Metodologia

A metodologia utilizada para alcancar os objetivos de ensino da disciplina sera acolhida pela somatéria de
trés elementos, conforme segue.

TECNICAS
Através de aulas expositivas e praticas, estudos praticos (casuisticas), estudos bibliograficos e de separatas.

RECURSOS DIDATICOS

Aulas e seminarios expositivos com uso de instrumentais multimidias, quadro branco e pincel, protoétipos,
instrumentais especiais, aprendizagem de técnicas cirlrgicas em pegas anatdmicas ou cadaveres animais,
acompanhamento e atendimentos de pacientes hospitalares.

INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

Através dos meios preconizados no regimento geral da UFERSA, com maior foco na realizagdo de provas
escritas, cirurgias praticas no HOVET, atendimentos de extensdo, avaliagdes de relatdrios das aulas praticas,
seminarios em aulas discursivas, participagdo em aulas e por trabalhos individuais.

Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

1. FOSSUM, T. W. Cirurgia de pequenos animais. 4. ed. Sdo Paulo: Mosby Elsevier, 2015.

2. SLATTER, D. Fundamentos de oftalmologia veterinaria. Sdo Paulo: ROCA. 32. Ed. 2007. 686p.

3. SLATTER, D. Manual de cirurgia de pequenos animais. Barueri, SP: Manole. 32. Ed. Vol.1 e 2. p. 1-2713.
2007.

Referéncias Bibliograficas Complementares

1. BOJRAB, M.J. Cirurgia dos pequenos animais. Sao Paulo:ROCA. 1991.

2. DENNY, H.R.; BUTTERWORTH, S.J. Cirurgia ortopédica em cdes e gatos. Sdo Paulo: Roca. 43.Ed. 2006.
496p.

3. PRESTES, N.; ALVARENGA, F. C.L. Obstetricia veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan. 2006. 241p.
4, SOUZA, H.].M. Coletaneas em medicina e cirurgia felina. Rio de Janeiro: L.F. Livros. 2003. 475p.

5. WHEELER, S.J.; SHARP, J.H. Diagnostico e tratamento cirdrgico das afecgbes espinais do cdo e gato. Séo
Paulo: Manole. 1999.
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Componente Curricular: ANIO404 - CLINICA CIRURGIA DE GRANDES ANIMAIS

Créditos: 4 créditos
Carga Horaria: 60 horas
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Modalidade: Presencial

Dados do Programa

Ano-Periodo: 2020.1
Quantidade de Avaliagbes: 3

Objetivos

1. Proporcionar uma visdo global sobre as afeccBes cirlrgicas que mais frequentemente acometem animais
domésticos de grande porte (com énfase em equideos e ruminantes);
2. Conduzir casos clinico-cirurgicos referentes a estas afecgGes, com vistas a elaborar os diagnésticos;
3. Realizar os procedimentos cirdrgicos casuisticos;
4. Integrar os discentes na realizacao de estudos em grupo, normatizagdo de trabalhos, familiarizacdo com
terminologias técnicas, amadurecimento de raciocinio critico e abordagens discursivas ante os temas a serem
ministrados.
5. Embasar o encaminhamento, quando necessario, dos casos mais complexos aos profissionais ou centros
mais especializados, com histérico clinico adequadamente elaborado e suspeita clinica fundamentada.

Conteldo Programatico

o
Unidade Topicos e Conteldo N, _de H°,ra.s
Teorico|Pratico
INTRODUGAO A DISCIPLINA, PLANO DE ENSINO, INFORMES
AFECCOES CIRURGICAS NA REGIAO DA CABECA
Narinas e anexos: sinusites; trepanacdo dos seios nasais e paranasais. Olhos e
anexos: traumatismos de palpebras; Ulcera de cdrnea; obstrugdo, atresia e
agenesia de ducto nasolacrimal; enucleacdo de globo ocular. Boca e lingua:
fraturas em mandibulas; fraturas dentarias (repulsdo de dentes molares);
I traumatismos da lingua (laceragdes); afeccGes do palato (travagem, palatite 12 12
cronica). Cranio: cisto dentigero e do temporal.
AFECCOES CIRURGICAS NA REGIAO CERVICAL
Esb6fago: obstrucdo esofagica. Traquéia: obstrucdo e estenose traqueal; fratura e
necrose de anéis traqueais (traqueotomia e traqueostomia). Hemiplegia laringea.
Aulas praticas: casuisticas do HOVET relacionadas aos temas
AFECCOES CIRURGICAS ABDOMINAIS
Sistema digestério de equideos: Abdome agudo equiino Obstrugdo intestinal
simples e estrangulativa (sindrome cdlica: vélvulo, intussuscepgao,
compactacbes, enterdlitos e fecalomas). Sistema digestério de ruminantes:
Reticulite traumatica e suas complicagGes (reticuloperitonite, reticulopericardite,
reticulopleuropneumonia e sindrome de indigestdo vagal); deslocamentos,
torcbes e compactacdes abomasais; compactacdo, dilatacdo e torcdo cecal;
enterotomias e enterectomias; prolapso retal e atresia anal.
1 AFECCOES CIRURGICAS GENITO-URINARIAS 12 12
Pénis, Preplcio e Testiculos: hematoma do pénis; Balanopostite; Abscesso
prepucial; Circuncisdao e Falectomias; Acropostites-fimose (balanopostite);
Criptorquidismos. Sistema Urinario: Urolitiases e Obstrugbes uretrais em bovinos
e equinos; Ruptura vesical em potros. Utero, Cérvice e Vagina: Prolapsos; Torgdo
uterina; Laceragdo perianal em éguas e vacas, Procedimento de Kaslick. Glandula
mamaria: Reparo de laceracdo em tetas.
Aulas praticas: casuisticas do HOVET relacionadas aos temas
III |AFECCOES CIRURGICAS EM LOCOMOTOR 6 6
Fraturas em membros de equinos. Desmotomias patelares em equinos e em
bovinos. Afeccdes podais em ruminantes: Amputagdes de falanges. Afecgles



https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verPortalDocente.do

podais em equinos: Sindrome do navicular; Compressao do ligamento anular em
equinos. Miotenectomia extensora digital lateral; Tenectomia dos tenddes
flexores digitais superficiais, profundos e, check superior e inferior; Tenectomia
clnea; Neurectomia digital palmar e plantar em equinos; Fraturas em
metacarpos e falanges de equinos; Amputagdo de digitos em bovinos.

Aulas praticas: casuisticas do HOVET relacionadas aos temas

Competéncias e Habilidades

A Disciplina é proposta com o objetivo de proporcionar aos alunos o conhecimento tedrico e a vivéncia basica
sobre as principais patologias trataveis cirurgicamente, que ocorrem em animais de grande porte (equideos e
ruminantes). Abordando, de forma global, consideracGes sobre as definigdes; fisiopatologias clinicamente
relevantes; os diagndsticos; tratamentos cirlrgicos; a descricdo das técnicas cirdrgicas mais adequadas; os
cuidados e avaliacGes pds-operatorios; possiveis complicagbes pds-operatdrias e, os progndsticos provaveis.
Distribuidos nos tdpicos que se seguem. I. AfeccOes cirdrgicas na regido da cabeca; II. Afecgdes cirurgicas na
regido cervical III. AfeccOes cirdrgicas abdominais; IV. AfeccGes cirdrgicas genito-urinarias; V. Afeccdes
cirirgicas locomotoras.

Metodologia

A metodologia utilizada para alcancar os objetivos de ensino da disciplina sera acolhida pela somatoéria de
trés elementos, conforme segue.

TECNICAS
Através de aulas expositivas e praticas, estudos praticos (casuistica), estudos bibliograficos e de separatas.

RECURSOS DIDATICOS

Aulas e seminarios expositivos com uso de instrumentais multimidias, quadro branco e pincel, protétipos,
instrumentais especiais, aprendizagem de técnicas cirlirgicas em pegas anatdmicas ou cadaveres animais,
acompanhamento e atendimentos de pacientes hospitalares.

INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

Através dos meios preconizados no regimento geral da UFERSA, com maior foco na realizagdo de provas
escritas, cirurgias praticas no HOVET, atendimentos de extensdo, avaliacdes de relatdrios das aulas praticas,
seminarios em aulas discursivas, participagdo em aulas e por trabalhos individuais.

Referéncias Bibliograficas Obrigatérias

1. AUER, S. Equine Surgery. Philadelphia: W.B. Saunders. 33.Ed., vol.1, 2006. 1390p.

2. ROSENBERGER, G. Exame Clinico dos Bovinos. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan. 32. Ed. 1993. 419p.
3. TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Técnicas cirdrgicas em animais de grande porte. Sdo Paulo: Roca,
1985. 341p.

Referéncias Bibliograficas Complementares

. ADAMS, S. B.; FESSLER, J.F. Atlas of equine surgery. Philadelphia: W.B. Saunders. 2000. 428p.

. KNOTTENBELT,D.C.; PASCOE, R.R. Afecges e disturbios do cavalo. Sdo Paulo: Manole. 1988. 432p.

. OEHME, F.W. Textbook of Large Animal Surgery. Baltimore: Williams & Wilkins, 2a. ed., 1988. 714p.

. PRESTES, N.; ALVARENGA, F. C.L. Obstetricia Veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan. 2006. 241p.
. WHITE, N.A.; MOORE, J.N. Currente Practice of Equine Surgery. Philadelphia: Lippincott, 1990, 763p.
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Resumo

As emas (Rhea americana) sdo aves nativas da américa do sul, que possuem grande importancia ecoldégica na manutengdo de ecossistemas. No entanto, apesar de seu
papel primordial, Segundo a Uni&o Internacional para Conservacdo da Natureza as emas encontram-se globalmente quase ameagadas. O declinio na populagdo das emas
tem como um dos principais causadores a caga pela pele e carne, visto que essa espécie também possui potencial econdmico. Nesse contexto, pesquisar os aspectos
reprodutivos e aplicar biotécnicas reprodutivas é de fundamental importéancia para auxiliar na conservagdo bem como na multiplicacdo das emas em cativeiro para fins
comerciais. Dessa forma o objetivo da presente tese é estabelecer protocolos eficientes para a obtengdo, avaliagdo e conservagdo de espermatozoides de emas, além
disso, propSem-se caracterizar as mudangas espermaticas durante a maturagdo dos espermatozoides. Para tanto serdo utilizadas emas provenientes do abate
programado do Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). No primeiro experimento
espermatozoides serdo obtidos por flutuagdo de diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto deferente. As amostras serdo processadas para as microscopias
eletronicas de varredura e transmissdo afim de se caracterizar as mudangas que ocorrem durante a passagem do espermatozoide por essas estruturas. No segundo
experimento os espermatozoides serdo obtidos pelas técnicas de flutuagdo e lavagem retrograda, para se comparar esses dois métodos de obteng&o. Apds a coleta serdo
validadas diferentes técnicas de avaliagdes espermaticas: CASA, teste hiposmético, integridade da membrana plasmatica, acrossoma e cromatina espermatica, e,
atividade mitocondrial. No terceiro experimento os espermatozoides serdo obtidos, pela melhor técnica testada no experimento 2, criopreservados em diferentes
diluidores (TRIS, TES, ACP e OVODYL™) suplementados com 15% de gema de ovo de galinha e 6% de dimetilcetamida e avaliados conforme os testes validados também
no experimento 2. Por fim, os dados coletados serdo submetidos a analises estatisticas e em todos os casos sera adotado nivel de significancia p<0,05. Com isso,
espera-se descrever os espermatozoides de emas, estabelecer protocolos para avaliagdo e congelagdo de espermatozoides de emas.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr ino-aprendi e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

Do ponto de vista socioeconémico, as aves exercem papel fundamental como fonte de alimento saudavel e rico em proteinas; sua carne tenra e nutritiva é considerada
de baixo teor calérico e os ovos, energéticos e revigorantes, sdo apreciados em todos os meios, tanto rural como urbano (MALAVAZZI, 1999). Nesse contexto a criagéo
de emas (rheacultura) no Brasil estd aumentando tendo em vista sua carne e plumas de grande valor no mercado agropecuario (MOURA et al., 2012; CERVI et al.,
2016). Além disso, possuem importancia ecolégica na manutengdo da biodiversidade. No entanto, devido a caga, bem como a destruicdo e fragmentagdo de seu habitat,
além da destruigdo de ovos por maquinas agricolas, queimadas e predagdo, as emas (Rhea americana) estdo quase globalmente ameagadas (BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2016).

Para que as emas tenham mais destaque socioecondmico na avicultura brasileira bem como para garantir sua conservagéo, faz-se necessario investir em pesquisas que
favorecam o conhecimento das caracteristicas peculiares desta espécie, incluindo os aspectos morfofisioldgicos e biotecnologias relacionadas a sua reprodugdo (GOES,
2004). Estudos envolvendo os aspectos reprodutivos das emas ja foram relatados como por exemplo, a caracterizagdo ultraestrutural da espermiogénese (PHILLIPIS;
ASA, 1989), a morfologia dos ovérios (PARIZZI et al., 2007), a morfologia dos érg&os genitais masculinos e da cloaca (SANTOS et al., 2011), a obteng&o de sémen e a
caracterizagdo de alguns parametros espermaticos GOES et al., 2010), sendo praticamente inexistente a aplicagdo de técnicas reprodutivas visando a conservagdo do seu
material genético.

Nesse contexto, a criopreservagdo de espermatozoides aparece como uma valiosa ferramenta para a conservagdo de material genético de diversas espécies animais
(COSTA; MARTINS, 2008), dentre as quais a ema. Assim, em inimeras espécies de aves, protocolos de criopreservagdo de espermatozoides vém sendo testados,
mostrando resultados promissores (BLANCO et al., 2000; BLESBOIS et al., 2007; PEIXOTO, 2010; EHLING et al., 2012). Nas emas, ndo existem relatos de
criopreservagdo de espermatozoides; no entanto, nos avestruzes, espécie mais proxima das emas (GIANNONI, 1996), Smith (2016) relatou a aplicagdo desta técnica,
estabelecendo importantes parémetros, como por exemplo, as curvas de congelagdo e descongelagdo utilizadas, que poderdo ser extrapoladas e adaptadas para as
emas.

Uma das primeiros etapas, no entanto, para a formagao de um banco de germoplasma em emas consiste na obtengdo dos espermatozoides. No geral, em aves, os
espermatozoides destinados a criopreservagdo podem ser obtidos por meio da técnica de massagem digital, no entanto este método exige contencdo fisica e
condicionamento dos animais, o que pode Ihes causar estresse (CARVALHO; FRENEAU; SANTOS, 2006). Em emas, ja foram obtidas amostras de sémen por esta técnica,
no entanto muitos ejaculados obtidos n&o continham espermatozoides ou estavam contaminados dificultando as andlises (GOES et al., 2010). Uma alternativa também
interessante a formagdo de bancos de recursos genéticos, consiste na obtengdo de espermatozoides de animais que vieram subitamente a ébito. Em aves, entretanto, a
aplicagdo desta possibilidade é ainda pouco usual. Um dos poucos relatos desta técnica foi reportado em codornas por Gdis (2018), que obteve espermatozoides a partir
dos ductos deferentes, uma vez que € este o local de armazenamento de espermatozoides em aves. O autor demonstrou entdo, ser possivel a obtengdo de
espermatozoides vidveis (60%) e com motilidade (79,16+0,95%) (GOIS, 2018). Por outro lado, em mamiferos, espermatozoides sdo correntemente obtidos do
epididimo de animais abatidos por meio dos métodos de flutuagéo e lavagem retrégrada (BEZERRA et al., 2014). Assim, é possivel que a adaptagdo destas metodologias
para a ema possibilite a recuperagdo de espermatozoides em todo o seu transito desde o epididimo ao ducto deferente, fornecendo subsidios ndo s para seu
armazenamento, mas também para a realizagdo de andlises que permitam compreender a maturagdo espermatica nesta espécie.

Neste sentido, avaliar a qualidade das amostras espermaticas obtidas, além de permitir a compreensdo de fendémenos fisioldgicos, permite também a avaliagdo da
eficiéncia de protocolos de conservagdo espermatica. Em emas, Goes et al. (2010) reportaram a avaliagdo espermatica no tocante aos parémetros de volume do sémen,
concentragdo, motilidade e morfologia. No entanto, para aumentar a acuracia em predizer o potencial fecundante de uma amostra espermatica, outros testes
complementares vém sendo propostos para diferentes espécies. Dentre esses, podem ser citados a Andlise Computadorizadas de Sémen (CASA), que fornecem dados
cinéticos dos espermatozoide (EHLING et al., 2012; SMITH et al., 2016), o teste hiposmético que avalia a funcionalidade da membrana plasmatica (SMITH et al., 2016),
a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica, da cromatina, do acrossoma e o teste de fungdo mitocondrial por meio de fluorescéncia (RODRIGUES; ROCHA;
BELETTI, 2009; PARTYKA et al., 2012; SMITH et al., 2016; GOIS, 2018; PARTYKA et al., 2012).

Uma vez obtidos e submetidos & andlise inicial, os espermatozoides devem ser processados em um meio diluente que lhes proporcione agdo tamponante, nutrientes,
substrato energético, estabilidade da membrana plasmatica e manutengdo da pressdo osmotica (DONOGHUE et al., 2000). Em aves ja foram descritos a utilizagdo de
diluentes para refrigeracdo e congelacdo de espermatozoides tais como o &cido N, N-bis (2-hidro-hidroxietil) -2-aminoetano sulfénico (BES), 4cido N-Tris (hidroximetil)
metil-2-aminoetano sulfénico (TES) (DONOGHUE et al., 2000), Agua de Coco em PS (ACP) (RONDON et al., 2008; FREITAS et al., 2018), Beltsville Poultry Semen
Extender (BPSE) (BAKST; SEXTON, 1979; van der LAAN, 2007) e o OVODYL™ (MORRELL et al., 2005; CAVALCANTE, 2006; SLOWIN "SKA et al., 2007; 2012, CIERESZKO
et al.,, 2011).

Outro fator de suma importancia para o sucesso da criopreservagdo de espermatozoides é a escolha dos crioprotetores e suas concentragdes adequadas, capaz de
reduzir os danos causados pelas baixas temperaturas (BONGALHADO, 2013). Essas substancias sdo divididas em crioprotetores externos e internos dependendo do seu
local de agdo em relagdo a célula (van der LAAN, 2007). Alguns exemplos de crioprotetores externos ja relatados em criopreservagédo de espermatozoides de aves s&o a
gema de ovo de galinha (SANTIAGO-MORENO et al., 2012; ABOUELEZZ et al., 2015) e a Lipoprotreina de Baixa Densidade (LDL) (van der LAAN, 2007; SHAHVERDI et
al., 2015). Quanto aos crioprotetores internos, ja foram utilizados em aves o glicerol (WISHART, 1995), o etilenoglicol (EG) (KURBATOV et al., 1980), a dimetilformamida
(DMF) (EHLING et al., 2012), o dimetilsulféxido (DMSO) (SMITH, 2016), e a metilacetamida (MA) (EHLING et al., 2012; PARTYKA et al., 2012; SMITH, 2006).

Assim, tendo em vista a importéncia das emas, justifica-se a realizagdo deste estudo por possibilitar a compreens&o de eventos relativos a sua maturagéo espermatica
no epididimo e armazenamento no ducto deferente. Além disso, pretende-se obter informagdes relativas a aplicagdo de metodologias de obtengdo de espermatozoides
em animais abatidos e o desenvolvimento de um protocolo para a criopreservagdo de espermatozoide. Tais conhecimentos poderdo auxiliar a conservagdo da espécie
através da formag&o de bancos de germoplasma.

Objetivos

Objetivo Geral
» Estabelecer protocolos eficientes para a obtengéo, avaliagdo e conservagdo de espermatozoides de emas (Rhea americana).


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=898342&key=24ce664ec5693440aa94b4b11438762b

Objetivos Especificos

» Testar os métodos de obtengdo de espermatozoides por flutuagdo e lavagem retrégrada do ducto deferente em emas.

e Caracterizar as mudancas estruturais que ocorrem durante a maturagdo do espermatozoide ao longo do seu trajeto no epididimo e ducto deferente

* Caracterizar a morfometria do espermatozoide de emas.

o Testar e validar métodos adequados para avaliagbes de integridade e funcionalidade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial, morfologia, condensac&o de
cromatina e integridade do acrossoma de espermatozoides de emas.

e Comparar os diluentes TRIS, TES, ACP e OVODYL™ na criopreservagao dos espermatozoides de emas.

Metodologia

Locais de execugéo e bioética i

Os animais utilizados serdo provenientes do Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). A obtengdo
dos espermatozoides a partir dos complexos epididimo-ducto deferente, avaliagdes e refrigeragdo serdo realizados no Laboratério de Conservagéo de Germoplasma
Animal (LCGA), o processamento das amostras para as microscopias eletrénicas sera realizado no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada e as imagens serdo
obtidas no Laboratério de Microscopia Eletrénica da UFERSA. O projeto foi aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEU -UFERSA) sob parecer 05/2020.

Animais experimentais e manejo

Para o experimento, serdo utilizadas carcagas de animais que tenham vindo a dbito ou animais que tenham se acidentado sendo necesséria a eutanasia. Estes animais
deverédo ser adultos em idade reprodutiva = 2,0 anos de idade e com peso médio de 34,0 kg. A coleta dos complexos testiculos-epididimos ocorrera durante a estagdo
reprodutiva, entre os meses de maio ou junho e indo até novembro ou dezembro. Para cada fase experimental espera-se um “N” de pelo menos 5 animais.

Desenho Experimental

A presente tese serd dividida em trés experimentos:

* No primeiro experimento, os espermatozoides ser&o obtidos por flutuagéo de diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto. As amostras serdo processadas
para as microscopias eletronicas de varredura e transmissdo afim de se caracterizar as mudangas que ocorrem durante a passagem do espermatozoide por essas
estruturas. Além disso, uma aliquota das amostras de espermatozoides serd utilizada para a caracterizagdo morfométrica através do software Imagel®.

* No segundo experimento os espermatozoides serdo obtidos pelas técnicas de flutuagéo e lavagem retrograda, para se comparar esses dois métodos de coleta. Apos a
obtengdo dos espermatozoides, serdo validadas diferentes técnicas de avaliagbes espermaticas: CASA, teste hiposmotico, integridade da membrana plasmatica,
acrossoma e cromatina espermatica, e, atividade mitocondrial.

« No terceiro experimento, os espermatozoides serdo obtidos pela melhor técnica testada no experimento 2 e avaliados conforme os testes validados também no
experimento 2. Posteriormente, as amostras serdo criopreservadas testando-se os diluentes descritos na figura 4.

Obtengdo dos espermatozoides

Os complexos testiculo-epididimo-ducto deferente esquerdo e direito serdo dissecados e lavados externamente com solugdo fisioldgica a 38°C. Para a obteng&o de
espermatozoides do primeiro experimento sera utilizada a técnica de flutuagdo separadamente em diferentes seguimentos do complexo epididimo-ducto deferente.
Resumidamente, esses seguimentos serdo fatiados com bisturi em uma placa de Petri contendo solugdo fisioldgica a 38°C. Apds 5 minutos em posigdo estatica, os
tecidos serdo removidos e a suspensédo serd avaliada (CARY et al., 2004).

No segundo experimento, o ducto deferente serd fatiado integralmente sem divisdes. Para a lavagem retrograda, resumidamente, serdo realizadas ligaduras nas duas
extremidades do ducto deferente, a fim de evitar o extravasamento dos espermatozoides. Na sequéncia, o segmento serd mantido em posigdo vertical, a ligadura da
extremidade inferior retirada e serd feita a injegéo de solugdo fisioldgica a 38°C no limen, com auxilio de uma seringa e agulha imediatamente abaixo da ligadura
superior remanescente, fazendo com que os espermatozoides sejam carreados e recuperados na outra extremidade, sendo acondicionados em tubos apropriados (SILVA
et al.,, 2011).

Morfometria Espermatica

Esfregacos de rosa de Bengala serdo preparado utilizando-se uma aliquota de 5 pL de espermatozoides que serd incubada com 45 pL do corante Rosa de Bengala.
Posteriormente, serdo retirados 10 pL da amostra e depositados sobre uma ldamina que sera coberta com uma laminula e selada para posterior analises. Campos
aleatdrios da lamina serdo fotografados através a microscopia de luz conectada a software analisador de imagem. Cem células serdo analisadas a partir das
fotomicrografias medindo-se estruturas espermaticas como cabega, pega intermedidria e cauda separadamente por meio do software ImageJ® (SAYED et al., 2017).

Processamento e avaliagdo por Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Para a andlise da MEV, os espermatozoides serdo fixados no reagente de Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M,
pH 7,2 ) a 27 ° C. Apds o periodo de fixagdo as amostras serdo centrifugadas a 800 x g por 10 min, em seguida trés lavagens de 5 min cada serdo realizadas com
tampéo de cacodilato de sddio 0,1 M. Posteriormente, os pellets formados serdo desidratados e submetidos a banhos de acetona em concentragdes crescentes (50, 70,
90 e 100%) por 10 minutos cada. Os pellets serdo desfeitos e uma gota (300 uL) da suspensdo sera depositada em uma laminula de vidro e seca ao ar. As laminulas
serdo montadas em stubs com a ajuda de fita de carbono. Para metalizagdo, os stubs serdo colocados em um metalizador e metalizados com uma camada de ouro de 20
nm para posterior observagdo com um microscopio eletrénico de varredura (BEZERRA et al., 2018).

Processamento e avaliagdo por Microscopia Eletronica de Transmissédo - MET

Para a andlise da MET, sera utilizada a metodologia de Soares e Beletti et al (2006) com modificagBes, resumidamente, os espermatozoides serdo fixados em
glutaraldeido a 4% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2. Apds a fixagdo por 48 horas, as amostras serdo centrifugadas a 800 x g por 10 min, em seguida
lavadas em tampédo cacodilato (0,1 M, pH 7,2) duas vezes por 10 minutos e entdo, pos-fixados por quatro horas em glutaraldeido a 3% e uma hora em tetréxido de
6smio a 1% mais ferrocianeto de potassio a 1,25%. Finalmente, o pellet sera incluido em resina Epon e posteriormente serd cortado em ultramicrétomo para obtengdo
de cortes ultrafinos. Os cortes serdo contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Por fim os cortes serdo examinados em microscopio eletrénico.

Avaliagbes espermaticas

Apos a coleta dos espermatozoides, serd mensurado o volume recuperado utilizado pipetas e tubos graduados. Uma pequena aliquota da solugdo contendo
espermatozoides serd depositada sobre lamina de vidro e levada ao microscépio de luz (100x, 400x), onde ser&o avaliados a motilidade espermatica (0-100%) e o vigor
(0-5). A concentragdo espermatica sera avaliada em cdmara de Newbauer (SMITH, 2016).

Para avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides, serdo confeccionados esfregacos com o corante Rosa de Bengala. Onde serdo analisadas 200
células espermdticas por laminas sob microscopia de luz (100x), sendo classificadas em morfologicamente normais ou portadores de alteragdes subdivididas de acordo
com a regido espermatica afetada (cabeca, pega intermediaria, cauda) (GOES, 2003)

Teste Hiposmatico

Aliquotas de sémen (10uL) serdo adicionadas a 90uL de vérias solugdes hiposméticas e incubadas por 40 minutos a 37 ° C. Para tanto, serdo utilizadas dgua destilada
(OmOsm / L) e solugBes de frutose (50, 100, 150 e 200mOsm / L). Apds a incubagdo, as avaliagdes serdo realizadas sob microscopia de contraste de fase (x1000). Um
total de 200 espermatozoides serdo contados em pelo menos cinco campos e classificados como reativos ou ndo reativos com base na presenga ou auséncia de caudas
enroladas (inchadas), respectivamente. A porcentagem de espermatozoides com defeitos na cauda (com base na avaliagdo da morfologia espermatica) sera subtraida da
porcentagem de espermatozoides reativos (SANTOS et al., 2013).

Fhash Frozen

Para a validagdo das avaliagBes de integridade da membrana plasmatica, acrossoma, cromatina e atividade mitocondrial serd realizado o flash frozen. Resumidamente, as
amostras serdo divididas em duas aliquotas: uma mantida vidvel e a outra submetida a congelagdo rédpida em nitrogénio liquido, seguida de descongelagdo lenta por trés
vezes consecutivas para causar injurias a membrana celular (CELEGHINI, 2005). Trés tratamentos serdo feitos a partir destas aliquotas com as seguintes proporgdes de
espermatozoides frescos e espermatozoides submetidos ao flash frozen: 100:0 (T100), 50:50 (T50) e 0:100 (TO0).

Avaliagdo da integridade do acrossoma

Para avaliagdo acrossomal, amostras de espermatozoides serdo fixadas em 0,5 mL de solucdo de paraformaldeido a 4% em temperatura ambiente por 15 min e, em
seguida, armazenadas a 4°C até serem processadas para coloragdo acrossomal. Os espermatozoéides fixos serdo entdo centrifugados por 8 min a 3000g e o sobrenadante
descartado. Os pellets serdo lavados duas vezes com 0,5 mL de acetato de aménio 0,1 m (pH 9,0) e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 50 pL da solugdo de
acetato de amoénio. Uma aliquota desta suspenséo serd espalhada nas Iaminas de microscopio e deixada secar a temperatura ambiente. Apds a secagem, as ldaminas
serdo inundadas com coloragdo de Coomassie (Coomassie Blue G-250 a 0,22%; 50% de metanol, 10% de acido acético glacial e 40% de &gua desionizada) por 90 s
(Larson e Miller 1999 ), lavada com agua desionizada, seca a temperatura ambiente e preservada permanentemente, colocando uma laminula sobre uma gota de meio
de montagem. De cada amostra, 200 espermatozéides serdo avaliados individualmente quanto a integridade acrossomal, utilizando microscopia de campo claro a 1000x.
A integridade acrossdmica sera classificada como: (1) intacta (coloragéo escura uniforme sobre a regido do acrossoma com coloragéo clara ou inexistente da regido pos-
acrossomal); (2) danificado (coloragdo ndo uniforme ou irregular sobre a regido acrossomal); ou (3) n&o intacto (auséncia total de coloracdo acrossomal ou coloragdo
apenas no segmento equatorial; a regido pdés-acrossomal geralmente é levemente corada em azul) (THIANGTUM et al., 2006).

Avaliagdo da Condensagdo da Cromatina

Para a avaliagdo da integridade da cromatina ser&o confeccionados esfregagos utilizando-se 10ul das amostras que seréo fixados em 3:1 etanol:acido acético por 1 min e
em etanol a 70% por 3 min, posteriormente, serdo submetidos a imersdo em solugdo 4M de HCI por 25 min, lavados em agua destilada e secados a temperatura
ambiente. Em seguida, 5ul de Azul de toluidina serdo depositados sobre o esfregago, sendo coberto por uma laminula e imediatamente avaliado em microscopia de
campo claro, serdo contadas 500 células e classificadas em negativos e positivos. Os espermatozoides levemente corados em azul claro serdo considerados normais
(negativos) e aqueles corados em azul escuro a violeta serdo considerados com cromatina alterada (positivos).

Integridade da membrana plasmatica e acrossomal, e atividade Mitocondrial por Fluorescéncia

A associagdo de sondas fluorescentes diacetato de 6-diacetado de carboxifluoresceina (0,46 mg C-FDA / 1 ml de dimetilsulféxido) e iodeto de propidio (Solugdo salina
0,9% PI/ 1 ml 0,5 mg) serd testada para avaliagdo da membrana plasmatica, para isso, aliquotas de sémen (5 pL) serdo diluida em 20 pL da solugdo fluorescente e
mantidas em ambiente escuro por dez minutos. Em seguida, serdo preparadas laminas para microscopia recobertas com laminula, as quais ser&o avaliadas em
microscopia de epifluorescéncia (400x). Serdo avaliadas 200 células, espermatozoides marcados em vermelho (IP) serdo considerados sem membrana integra
espermatozoides marcados em verde (-CFDA) serdo considerados com membrana degenerada (SOUZA et al., 2013).

A associagdo das sondas fluorescentes Iodeto de Propideo, Hoechst3342, FITC-PS e CMXRos (Mito Tracker Red) sera utilizada para avaliar simultaneamente a integridade



de membrana plasmatica, acrossomal e atividade mitocondrial. Para tanto, ser&o colocados 150uL das amostras (25 x 106 sptz/mL) em um microtubo, posteriormente
serda adicionado 2pL de Hoechst 33342 (40 pg/mL em DPBS) que serdo incubar por 10 minutos a 37° C, em seguida serdo adicionados 3 uL de PI (0,5 mg/mL em DPBS),
0,5 pL de CMXRos (500 yM em DMSO) e 50 pL de FITC-PSA (100 pg/mL em DPBS) e incubados por 8 minutos a 38,5° C. Em seguida, as laminas para microscopia
poderdo ser preparadas, colocando uma aliquota sobre uma lamina e recobrindo com laminula. As avaliagdes serdo realizadas em microscopia de epifluorescéncia
(1000x). Serdo avaliadas 200 células, espermatozoides marcados em vermelho (IP) serdo considerados com membrana degenerada, espermatozoides marcados em azul
(Hoechst) serdo considerados com membranas integras, espermatozoides com acrossoma marcado em verde-amarelado serdo considerados com acrossoma lesionado e
espermatozoides com pegas intermediarias marcadas em vermelho serdo considerados com atividade mitocondrial (CELEGHINI et al., 2007).

Congelagéo e descongelagdo dos espermatozoides de emas

Para a congelagdo dos espermatozoides de emas, serdo utilizadas como base, as metodologias propostas por Santiago-Moreno et al. (2012) e Smith et al. (2016) com
algumas modificagdes. Dessa forma, inicialmente as amostras serdo diluidas nos tratamentos conforme mostrado na figura 4. Serdo resfriadas a uma taxa de 1°C/min
até a temperatura final de 5°C. Posteriormente sera adicionada a dimetilcetamida pré-resfriada de modo que a concentragdo final seja 6% e a concentragdo de
espermatozoides seja de 100 milhdes/ ml. As amostras entdo serdo equilibradas por 15 min a 5°C, em seguida envasada nas palhetas, em seguida, congeladas uma taxa
padronizada de 5 °C/min de 5 °C a -20 °C, nucleagdo a -20 °C e de -20 °C a -80 °C a uma taxa de 10 °C/minuto. Depois disso, as palhetas serdo mergulhadas em
nitrogénio liquido a -196°C. As palhetas serdo entdo descongeladas apds pelo menos uma semana por 1 minuto e 20 segundos a 5 ° C, posteriormente, as amostras
serdo transferidas para tubos em banho maria a 38° C e serdo avaliadas conforme citado para o material fresco.

Andlise Estatistica
Todas as varidveis serdo expressas como média e erro padrdo, a analise de homocedasticidade sera realizada pelo teste de Levene e a normalidade sera verificada
através do teste de Shapiro-Wilk e partir desta andlise inicial, serdo estabelecidos os testes estatisticos mais adequados para a comparagdo das médias.
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Resumo

No intuito de desenvolver estratégias para a conservagdo do germoplasma de catetos, tém sido estabelecidos estudos voltados para o aprimoramento do protocolo de
criopreservagdo, sendo esta uma ferramenta muito importante para a formagdo de bancos de germoplasma. Diante disso, o presente estudo objetiva avaliar o efeito da
adigdo de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes no meio de congelagdo de sémen de catetos. Para tanto, serdo utilizados 12 animais machos, sexualmente
maduros com idade média de 40 meses, provenientes do Centro de multiplicagdo de animais silvestres (UFERSA-Mossord/RN). Os animais serdo inicialmente contidos
com o auxilio de pugd, seguido de indugdo anestésica com o propofol (Propovan®, Cristélia, Fortaleza, Brasil) a 5 mg/kg em bolus, via endovenosa. Posteriormente, os
animais serdo submetidos a um protocolo de eletroejaculagdo como ja estabelecido para a espécie e as amostras serdo coletadas em tubos plasticos graduados. As
amostras serdo analisadas quanto ao aspecto, coloragdo, volume, pH, concentragdo espermatica, morfologia espermatica, funcionalidade da membrana, estado de
condensagdo da cromatina, atividade mitocondrial e viabilidade espermaética, estresse oxidativo intracelular, teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo de
galinha e analise microbioldgica do sémen. Adicionalmente, os pardmetros cinéticos serdo obtidos mediante a andlise computadorizada de sémen (CASA). As amostras
serdo diluidas em Tris-gema-glicerol e criopreservadas, utilizando-se as substancias a serem testadas nas distintas fases experimentais. Na primeira fase, serdo testados
os antimicrobianos gentamicina a 70 pg/mL e a combinagdo penicilina/estreptomicina na concentragdo 100.000 UI/mL/1 mgE/mL de estreptomicina. Na segunda fase,
serdo testados os antioxidantes: superéxido dismutase - SOD (0, 150 ou 300 UI/mL), catalase - CAT (0, 200 ou 400 UI/mL) e sua combinagdo (SOD 150 Ul/mL + CAT
200 UI/mL) durante a congelagdo. Na Ultima fase, serd realizada a congelagdo das amostras com o uso do detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) em suas respectivas
concentragdes (0%, 0,1%, 0,3% e 0,5%), bem como um grupro controle positivo com o Equex a 0,5%. Os resultados serdo expressos em média e erro padrdo. As
analises serdo realizadas pelo software Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados obtidos serdo avaliados quanto a sua normalidade e
homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A partir destes, serdo estabelecidos os testes estatisticos mais adequados para a
comparagdo das médias e identificagdo de diferengas entre os tratamentos, considerando-se a significancia de P<0,05. Desta forma, espera-se identificar o
antimicrobiano bem como o agente antioxidante e a concentragdo ideal do detergente SDS para a congelagdo do sémen de catetos, de modo a aumentar as taxas de
células potencialmente vidveis e a longevidade espermética apds a descongelag&o.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr i apr i e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

O cateto (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) é um taiassuideo silvestre cuja populagdo é classificada como globalmente estavel, porém encontra-se em declinio em alguns
biomas, principalmente a Mata Atléntica. Assim, seu desaparecimento nos ecossistemas acarretaria uma grande perda ecoldgica, haja vista que os catetos atuam como
dispersores de sementes e servem de presas para grandes carnivoros (Gongora et al., 2011). Aliado a sua importancia ecoldgica, a espécie possui um estimado potencial
produtivo, sendo bem adaptados ao cativeiro. Visto isso, vem sendo criados com propdsito cientifico em pesquisas conservacionistas, visando o uso sustentavel da
espécie, bem como com o propoésito econdémico, devido a alta palatabilidade da sua carne e boa aceitagdo de sua pele no mercado internacional para fabricagdo de
produtos de couro (Garcia et al., 2015). Além disso, tecnologias desenvolvidas para os catetos podem servir de modelos para espécies filogeneticamente proximas como
o Tayassu pecari (Keuroghlian et al., 2013) e Catagonus wagneri (Altrichter et al., 2015), que sdo vulneraveis a extingdo.

Nesse contexto, fica evidente o impacto positivo que o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas poderia trazer para a conservagdo e multiplicagéo da espécie.
Dentre as biotécnicas, destaca-se a criopreservagdo de germoplasmas, em especial do sémen, ferramenta importante para a formagdo de bancos genéticos (Domingues
et al., 2011). A criopreservagdo de sémen permite que o material genético de diferentes espécies e regides sejam armazenados por um indefinido periodo de tempo a
baixas temperaturas (Pegg, 2007). Neste sentido, desde 2010 (Castelo et al. 2010a) quando foi relatada o primeiro trabalho com criopreservagdo de sémen em catetos,
diversos estudos tém sido desenvolvidos no intuito de aprimorar o protocolo. Desta forma, foram ja definidas diferentes etapas como o uso da suplementag&o energética
ao meio diluente (Castelo et al., 2010a), as curvas de congelagdo/descongelagdo (Castelo et al., 2010a; Silva et al., 2013), e os crioprotetores em diferentes
concentragdes (Alves et al., 2013; Souza et al., 2015; Souza et al., 2016).

Estando definido um meio base capaz de promover a conservagdo em torno de 50% de espermatozoides moveis apds a descongelagdo, o préximo passo para a
otimizag&o do diluente seria a busca por aditivos que promovessem melhorias a qualidade espermatica pds-descongelagéo. Neste sentido, a incorporagdo de agentes
antimicrobianos torna-se necessaria visto que a maioria dos microrganismos resultantes do processamento do sémen pode sobreviver a baixas temperaturas (- 196° C)
(Bielanski; Vajta, 2009), causando danos as células espermaticas (Prieto-Martinez et a., 2014), ou contribuindo para a disseminagdo de doengas infecciosas através da
inseminacdo artificial (Eanglesome; Garcia, 1997).

Em adigdo, o processo de criopreservacdo pode ocasionar a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que quando em proporgdes equilibradas, estdo envolvidas
nos processos de capacitagdo espermatica, hiperativagdo e reagéo acrossomal (O'Flaherty et al., 2006; Rao et al., 2015; Aitken et al., 2017). No entanto, acima do
necessario, ocasionam efeitos negativos a membrana celular, motilidade espermatica (Griveau; Lelannou, 1997), DNA e mitocondrias (Aitken; Marshall, 2002). Sabe-se
que existem mecanismos fisioldgicos presentes no plasma seminal capazes de regular o excesso da produgdo de EROs. Porém, durante a criopreservagdo, tais
mecanismos fisioldgicos ndo costumam ser suficientemente eficientes para prevenir o dano espermatico, fazendo-se importante o uso de antioxidantes de modo a
permitir uma consténcia nos niveis de EROs no meio, mantendo a qualidade do sémen pds-descongelagdo (Halliwell; Gutteridge, 1999).

Finalmente, é necessario relatar que um dos principais desafios observados na criopreservagdo do sémen de catetos é o baixo periodo de sobrevivéncia espermatica, no
qual os seus parametros ja sdo reduzidos aos 15 minutos pds-descongelagdo (Campos et al., 2014). Neste sentido, seria justificada a avaliagdo de detergentes a base de
dodecil sulfato de sodio (SDS), os quais sdo conhecidos por promover um aumento na longevidade espermatica em outras espécies (Wu et al., 2013).

Em suma, este trabalho objetiva aprimorar o protocolo de criopreservagdo na espécie a partir da adigdo de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes ao meio diluente
de congelag&o. Para melhor subsidiar a compreens&o do assunto, segue-se revisdo de literatura a respeito destas tematicas.

Objetivos
OBJETIVO GERAL
Investigar a eficiéncia do uso de antimicrobianos, antioxidantes e detergentes como aditivos ao meio diluente de congelagdo de sémen de catetos (Pecari tajacu).
OBJETIVOS ESPECIFfCOS

1 Examinar a agdo dos antimicrobianos: penicilina e estreptomicina (1000 Ui e 1 mgE) e gentamicina (70 pug) sobre o crescimento bacteriano, qualidade seminal e
potencial ligante das células espermaticas apos o processo de congelagdo-descongelagdo do sémen.

Investigar a acdo dos antioxidantes: superdxido dismutase (SOD) (0, 150 ou 300 UI/mL), catalase (CAT) (0, 200 ou 400 UI/mL) e sua combinagdo (150 UI/mL de SOD
e 200 UI/mL de CAT) sobre os parémetros espermaticos, estresse oxidativo e potencial ligante de espermatozoides de catetos durante apds a descongelagédo de sémen;

Identificar a concentragdo ideal do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) (0%, 0,1%, 0,3% e 0,5%) em comparagdo ao Equex STM® (Nova Chemical, Scituate,
MA12) a 0,5% e sua agdo sobre a longevidade espermatica.

Metodologia
LOCAL DO EXPERIMENTO


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=898527&key=fef30f0e1b127b0a91398a149e58291a

As atividades experimentais serdo realizadas conforme a autorizacdo SISBIO n. 37329. Os protocolos experimentais serdo submetidos a apreciacdo pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFERSA. As coletas acontecerdo no Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS) (5°100’ S. 37°100" W) e as avaliagbes no
Laboratério de Conservagdo de Germoplasma Animal (LCGA), ambos situados na Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) em Mossord/RN (50 12’ 48" S de
latitude, 370 18’ 44” W de longitude e altitude de 37 m), cujo clima predominante é o semiarido. Os reagentes utilizados serdo obtidos na Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), em caso contrario, serdo citados no texto.

ANIMAIS

Para cada Fase Experimental, serdo utilizados doze machos sexualmente maduros, com idade média de 40 meses, mantidos sob fotoperiodo natural. Os animais seréo
separados em grupos de trés animais e mantidos em piquetes (20 m x 3 m), com area coberta (3 m x 3 m) sob fotoperiodo natural de 12 h. Os animais receberdo
alimentagdo comercial para suinos e frutas tropicais da estagdo, além de dgua a vontade.

CONTENGAO E ELETROEJACULAGAO

Previamente a coleta, os animais serdo mantidos em jejum alimentar de 12 h. Desse modo, serdo entdo contidos com o auxilio de um pugd, procedendo-se a indugdo
anestésica com o propofol (Propovan®, Cristalia, Fortaleza, Brasil) a 5 mg/kg em bolus, via endovenosa (Souza et al., 2009). No decorrer do procedimento, os animais
terdo seus parametros fisioldgicos de temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria constantemente monitorados.

Os animais serdo dispostos em decubito lateral, no qual sera efetivada a higienizagdo da regido peniana utilizando solugdo fisioldgica a 37° C. Apds a limpeza, sera feita
a coleta por intermédio da aplicagdo do protocolo de eletroejaculagédo como ja estabelecido anteriormente para a espécie (Castelo et al., 2010), através de um dispositivo
portatil (Autojac®, Neovet, Campinas, SP, Brasil) conectado a uma fonte de 12 V, utilizando uma sonda transretal com 15 cm de comprimento e 1,3 cm de didmetro,
inserindo aproximadamente 12 cm no reto do animal. Os ejaculados serdo coletados em tubos de plastico graduados e imediatamente avaliados.

AVALIAGOES ESPERMATICAS

Serdo procedidas avaliagbes quanto ao aspecto, coloragéo, volume por meio de sucessivas pipetagens, bem como do pH através de tiras indicadoras de pH (Neutralit®,
Merck, Bucareste, Roménia) (Souza et al., 2009).

1 Concentragdo espermatica

Em seguida, os ejaculados serdo avaliados microscopicamente quanto a concentragdo espermatica (em milhdes de espermatozoides/mL) a partir da contagem em
camara de Neubauer efetuando a diluigdo de aliquotas de 10 puL de sémen (1:2) em 1 mL de solugdo formalizada tamponada (10%) (Silva et al., 2014).

2 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica serd avaliada a partir de esfregagos de 5 UL de sémen corados em 45 pL de rosa de bengala, contando 200 células por ldamina através da
microscopia de luz (1000x) com auxilio do 6leo de imerséo e classificando-as quanto a presenga de defeitos espermaticos (Sousa et al., 2013).

3 Funcionalidade da membrana

Para a funcionalidade da membrana sera utilizado o teste hipo-osmético, no qual 5 pL de sémen serd incubado durante 40 minutos em 45 UL de dgua destilada (0
mOsm/L) para avaliar a resposta osmotica dos espermatozoides. Por tanto, serdo contados 200 células, sob microscopia de luz, e aqueles espermatozoides apresentando
caudas enroladas e edemaciadas serdo consideradas como apresentando membrana funcional (%) (Santos et al., 2013).

4 Andlise do estado de condensag&o da cromatina

A analise do estado de condensagdo da cromatina decorrerd de esfregacos de sémen fixados em etanol (3:1): acido acético durante 1 min, seguida de etanol a 70%
durante 3 min e solugdo de HCl 4 M durante 25 min. Posteriormente sera feita a coloragdo em azul de toluidina (azul 0,025% toluidina em tamp&o Mcllvaine (citrato de
sodio: pH fosfato = 4,0), onde os espermatozoides corados de azul claro serdo classificados como normais (negativos) e aqueles corados de violeta a azul escuro serdo
considerados como tendo cromatina alterada (positiva) (Beletti et al., 2004; Castelo et al., 2015).

5 Atividade mitocondrial e viabilidade espermatica

A atividade mitocondrial e viabilidade espermatica serdo avaliadas mediante a incubagdo do sémen (10 pL) em 5 pL de Hoechst 342 (H342; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) (998,4 L de DPBS + 1,6 L da solugdo estoque: 25 pg/mL) em banho seco a 37° C por 8 minutos. Em seguida, serd acrescentado 5 pL de CMXRos (Mito Tracker
red®, Molecular Probes, M-7512 ) (1 mL de TRIS + 0,1 pL da solugdo estoque: 50 pg/ 94 pL) e 3 pL de IP (Iodeto de Propidio, Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA)
(980 pL de DPBS + 20 uL da solugdo estoque: 25 pg/mL) por mais 10 minutos, seguida da avaliagdo em microscépio de epifluorescéncia (Episcopic Fluorescent
attachment EFA Halogen Lamp Set. Leica. Kista, Sweden) contando-se um total de 200 células, cujos espermatozoides com cabega marcada em azul (H-342) serdo
julgados com membrana intacta e aqueles com cabega total ou parcialmente marcada em vermelho (IP) serdo ditos com membrana ndo intacta e com pega intermediaria
marcada em vermelho serdo considerados com fungdo mitocondrial (Sousa et al., 2013).

6 Analise computadorizada do sémen

Adicionalmente, serd realizada a analise computadorizada de sémen (CASA - IVOS 12.0, Hamilton-Thorne, Beverly, USA),) a fim de obter detalhes a respeito da cinética
espermatica. Quanto aos parémetros analisados incluirdo: nimero de células contadas, motilidade total (%), motilidade progressiva (%), velocidade média da trajetdria
(VAP; mmy/s), velocidade linear progressiva (VSL; mm/s), velocidade curvilinea (VCL; mm/s), amplitude lateral da cabega (ALH; mm), frequéncia de batimento cruzado
(BCF; Hz), indice de progresséo (STR; %) e indice de linearidade (LIN; %). Ainda a populagdo total de espermatozoides sera subdividida em quatro categorias: rapida,
com VAP> VMV; médio, com (VLV <VAP <VMV); lento, com VAP < VLV; e estético, a proporgéo de células que ndo estardo se movendo (Souza et al., 2016).

7 Teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema do ovo de galinha

Para a andlise da capacidade ligante das células espermaticas submetidas aos diferentes tratamentos, serd utilizado o teste de ligagdo a membrana perivitelina da gema
de ovo de galinha. Para isto, serdo utilizados ovos de galinha frescos e ndo férteis, no qual as membranas serdo obtidas mediante separacdo da gema e da clara e o
excesso de clara serd retido em papel filtro com posterior separagdo das membranas. Apds separagdo das membranas, estas serdo lavadas sucessivas vezes em solugdo
fisioldgica a 37° C e submetidas a cortes de 1 cm2 com o auxilio de uma cubeta de espectrofotdmetro empregada como molde, no qual para cada tratamento serdo
destinadas duas membranas. Conjuntamente, sera feita a diluicdo das amostras espermaticas (1:1) em solucdo de meio de incubagdo (114 mM NaCl; 3,1 mM KCl; 0,4
mM NaH2PO4; 10 mM lactato de célcio; 25 mM NaHCO3; 10 ug/mL vermelho fenol; 1,4 mM cafeina; 2,0 mM CaCl2.2H20; 0,5 mM MgCl2; 10 mM Hepes; 6 mg/mL BSA;
5,5 mM glicose; 0,45 mM piruvato de sddio; 40 ug/mL sulfato de gentamicina; pH 7.4-7.8) (Campos et al. 2017), e posteriormente centrifugadas a 700 x g por 10
minutos. Em seguida, o sobrenadante serad descartado e o pellet re-diluido a fim de obter uma concentragdo final de 1 x 106 espermatozoides/mL (Campos et al., 2017).
Cada fragmento da membrana perivitelina sera mantido em placa de 4 pogos com 1 x 106 espermatozoides/mL a 38,52 C por 20 min em banho-maria. Apds a
incubagdo, cada membrana sera lavada em gotas de 100 pL de meio de incubagdo para a retirada dos espermatozoides ndo ligantes @ membrana. Por fim, as
membranas serdo estendidas sobre uma lamina e recobertas com laminula e avaliadas quanto ao nimero de espermatozoides ligados em seis campos distintos e
aleatdrios através da microscopia contraste de fase (ABM-200 Series Biological Microscope, China) (Campos et al., 2017).

CONGELACAO E DESCONGELAGCAO DE SEMEN

Para a congelagdo, os ejaculados serdo inicialmente diluidos em Tris adicionado de glicerol (3%) e gema de ovo (20%). Em cada fase do experimento o diluente base
serd adicionado de diferentes concentragfes de antibidticos, antioxidantes ou detergentes, conforme citado posteriormente. As amostras serdo entdo refrigeradas a 15°
C durante 40 minutos em caixas isotérmicas e posteriormente estabilizadas a 5° C por mais 30 min em incubadora bioldgica (Quimis, Diadema, SP, Brazil). Em seguida
serd feito o envase em palhetas plasticas de 0,25 mL e finalmente as palhetas serdo posicionadas em contato com o vapor do nitrogénio (5 cm) por 5 minutos e entdo
acondicionadas em botijdo criobioldgico a - 196° C. Decorrido pelo menos 1 semana, as amostras serdo descongeladas em banho maria a 37° C por 1 minuto conforme
reportado anteriormente (Silva et al., 2013).

FASES DO EXPERIMENTO
12 fase: Adigdo dos antimicrobianos durante a congelagéo de sémen

A principio, uma aliquota de 100 pl de cada ejaculado serd destinada para a analise da concentragdo bacteriana. Em seguida, as amostras de sémen serdo diluidas em
Tris-gema (20%) e glicerol (3%), adicionado ou nao dos antimicrobianos, constituindo os seguintes grupos: (A) Controle (sem antimicrobiano) (B) 70 pg/mL de
gentamicina; (C) 1000 UI/mL de penicilina + 1 mgE/mL de estreptomicina (Santos et al., 2019) e posteriormente expostas a refrigeragdo, no qual seus parametros
cinéticos serdo novamente verificados e entdo realizada a congelagdo. Apos pelo menos 1 semana, as amostras serdo descongeladas e submetidas as mesma avaliagdes
do sémen fresco, incluindo a andlise microbioldgica.

Para a anélise microbioldgica do sémen, serd inoculada uma aliquota de 100 pl de cada amostra em 900 pl de solugdo salina estéril a 0,85%, obtendo-se a diluigdo 10-1,
seguindo-se com uma diluicdo seriada até 10-5. Em seguida, aliquotas de 100 pl de cada diluigdo serdo semeadas, com auxilio de uma alca de Drigalski, na superficie de
placas de Petri contendo Plate Count Agar (Hi Media, Mumbai, India), todas em duplicata e incubadas em estufa bacterioldgica (Fanem LTDA, S&do Paulo, Brasil) a 35 + 1°
C por 24 a 48 horas (Tortora, 2005). Apos esse periodo as coldnias serdo contadas em cada placa e o numero de microrganismos serad expresso em Unidade Formadora
de Col6nia - UFC/ml multiplicado pelo inverso de cada diluicdo. As coldnias com aspectos diferentes seré&o isoladas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Hi Media,
Mumbai, India) e identificadas a partir de suas caracteristicas macroscdpicas, morfotintorais e perfil bioquimico (Macfaddin, 2000).

22 fase: Adigdo de antioxidantes durante a congelagdo de sémen

A segunda fase consistird na congelagdo das amostras com os antioxidantes, constituindo-se dos passos de diluicdo em diluente Tris-gema (20%) e glicerol (3%),



adicionado do melhor antimicrobiano definido na fase anterior. Nesta fase, sera utilizado um grupo controle sem adigdo de antioxidantes, e grupos teste suplementados
com superodxido dismutase (SOD) a 150 ou 300 UI/mL (Roca et al., 2005), catalase (CAT) a 200 ou 400 UI/mL (Roca et al., 2005) e ambos combinados (SOD: 150 UI
/mL e CAT: 200 UI/mL) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) (Roca et al., 2005), bem como um grupo controle sem antioxidantes. Decorrido pelo menos uma semana, as
amostras serdo descongeladas e efetuadas as mesmas avaliagdes descritas para o sémen a fresco.

Nesta fase, o sémen fresco e descongelado serd também avaliado quanto ao estresse oxidativo intracelular por meio da microscopia de fluorescéncia, utilizando-se o
marcador 2', 7'-diclorofluoresceina (H2DCFDA) (Thermo Fisher Scientific, EUA). Desta forma, 2 uL de diacetato de 2 ’, 7’-diclorofluoresceina (5 mM) serdo adicionados a
1 mL de suspensé&o espermatica, homogeneizados e incubados a 37° C durante 30 minutos na auséncia de luz. Posteriormente, as amostras serdo incubadas com 5 pL
de IP por mais 10 minutos a 37° C no escuro e lavados trés vezes em solugdo PBS. Por fim, serdo analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX51TF, Tokyo,
Japan) a fim de determinar a porcentagem de espermatozoides vidveis com EROs intracelular, onde a intensidade de fluorescéncia das imagens serdo quantificadas
através do software Image] 1.45s (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) (Pang et al., 2016). A intensidade do sinal de fundo sera subtraida dos valores
obtidos para as imagens de tratamento. O grupo sem suplementagdo antioxidante (EOSAQ) sera avaliado como calibrador e o valor medido de cada micrografia de
tratamento serd dividido pela média do calibrador para gerar niveis de expressdo relativos (unidades de fluorescéncia arbitrarias).

32 fase: Adigdo de detergente durante a congelagdo de sémen

Na ultima fase, os ejaculados serdo congelados mediante diluigdo em Tris-gema (20%), glicerol (3%), adicionados de antimicrobianos e antioxidantes conforme definidos
nas fases anteriores. As amostras diluidas serdo entdo distribuidas nos seguintes grupos: controle negativo sem detergente, controle positivo contendo 0,5% de Equex
STM® (Nova Chemical, Scituate, MA12 - Bezerra et al. 2019), e os grupos teste suplementados com dodecil sulfato de sédio (SDS) nas concentragdes de 0,1%, 0,3% e
0,5%. Decorrido pelo menos uma semana, as amostras serdo descongeladas e submetidas as mesmas avaliagbes do sémen a fresco.

Neste experimento, para andlise da sobrevivéncia espermatica apos a descongelagdo, as células serdo submetidas também a um teste de termorresisténcia (TTR), no
qual as amostras serdo mantidas a 37° C e avaliadas quanto a viabilidade, atividade mitocondrial, funcionalidade da membrana e cinética espermatica através do CASA
nos tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 min, descartando aquelas que ndo se mostrarem mdveis (Campos et al., 2014).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados serdo expressos em média e erro padrdo. As andlises serdo realizadas pelo software Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados obtidos
serdo avaliados quanto a sua normalidade e homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. A partir destes, serdo estabelecidos os testes
estatisticos mais adequados para a comparagdo das médias e identificagdo de diferengas entre os tratamentos, considerando a significancia de p<0,05.
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Resumo

O Carcinoma de células escamosas (CCE) de felinos em estagio avangado se caracteriza por lesdes ulcerativas, hemorragicas e fétidas, comprometendo a qualidade de
vida dos animais, sendo desafiador diante das opg8es de tratamento atualmente disponiveis. O plasma atmosférico frio (CAP) é comumente utilizado pela sua agéo
antimicrobiana e cicatrizagdo, porém vem emergindo como um tratamento promissor no cancer, promovendo a morte seletiva de células cancerigenas por meio da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Nosso grupo desenvolveu dispositivo de CAP obtido a partir de uma barreira de descarga dielétrica (DBD)
destinado a aplicagdes biomédicas. O presente trabalho objetiva avaliar os efeitos do tratamento com CAP utilizando esse novo dispositivo sobre células tumorais em
cultivo e em CCE de felinos em estagios avangados. Os queratindcitos e células de carcinoma serdo obtidos a partir de biopsia de pele normal e do tumor de pacientes
portadores de CCE atendidos no Hospital Veterinario Jeronimo Dix-Huit Rosado Maia da UFERSA. As células serdo expostas ao plasma por tempo e distancias
estabelecidos. O dano térmico provocado sobre as células em cultivo serd avaliado pela medida da temperatura utilizando uma cadmera de infravermelho. A morfologia,
viabilidade, apoptose e propriedades biomecéanicas celulares ser&o investigadas por microscdpio eletronico de varredura, ensaio de MTT, reagdo de TUNEL e microscopia
de forga atdmica respectivamente. Para as andlises in vivo serdo incluidos no estudo gatos com CCE (estadios T3 ou T4) encaminhados ao Hospital Veterinario da
UFERSA, cujas lesdes serdo tratadas com sessfes de aplicagdes de plasma DBD. Para avaliar os efeitos desse tratamento, serdo obtidas bidpsias tumorais, antes e apds o
tratamento. Esses fragmentos de tecidos serdo submetidos a processamento histoldgico e posterior andlises histopatoldgicas, especialmente relacionadas a identificagdo
e quantificagdo dos tipos celulares do estroma tumoral, expresséo de fatores angiogénicos, pré-inflamatérios e proteinas de choque térmico. A remissdo do tumor ao
longo do tratamento sera avaliada pela mensuragdo de sua area e os pacientes também serdo acompanhados para determinar resposta a terapia e influéncia na
qualidade de vida dos animais. Com os resultados dessa pesquisa, espera-se contribuir no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para tratamento de cancer.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr ino-aprendi e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma neoplasia maligna, que se desenvolve a partir do epitélio escamoso, acometendo comumente os felinos. A sua causa
estd associada a exposigdo crénica a luz ultravioleta, com maior incidéncia em areas escassas de pelos e desplgmentadas como orelhas, palpebras, plano nasal e areas
temporais (MURPHY, 2013). Costuma ser agressivo Iocalmente e pouco metastatico (GRANDI; RONDELLI, 2016).

A capacidade invasiva desse tipo cancer estd relacionada a invas&o do tipo coletiva que envolve um grupo de células aderidas que se desconectam do tumor primario
(FRIEDL et al., 2012). Além disso, as células cancerigenas invasivas exibem propriedades mecéanicas altamente dinamicas localmente e de forma sincronizada (ABDINE et
al., 2018) sujeitas ‘remodelagdo constante (BU et al., 2019), sendo caracterizadas como complexos viscoelasticos que podem sofrer deformagdes durante a progressdo
tumoral, nos processos de invas&o e metastases (MAK; ERICKSON, 2013). Atualmente, essas propriedades mecanicas de células neoplasicas vem sendo investigada por
métodos de microscopia de forga atdmica, no intuito de averiguar a capacidade invasiva e metastatica dos tumores (ZEMLA et al., 2018).

Os tratamentos disponiveis na oncologia veterinaria visam o controle ou a remissédo tumoral, bem como a evitar a metdstase e preservar a qualidade de vida (MOORE,
2011). As opgdes terapéuticas mais comuns para o CCE s&o: excisdo cirirgica (DEMIRUTKU et al., 2012), criocirurgia (QUEIROZ; MATERA; DAGLI, 2008),
eletroquimioterapia (SPUGNINI et al., 2015), radioterapia (BERLATO et al., 2018) e terapia fotodindmica (QUEIROZ et al., 2016). A excisdo cirurgica é a forma mais bem
sucedida de tratar lesGes avangadas (T3, T4), no entanto para tumores maiores ou invasivos a reconstrugdo da area acometida pode ser desafiadora limitando-a em
fungdo do resultado estético desfigurador (MURPHY, 2013). Portanto, é importante desenvolver terapias que possam controlar a doenga e melhorar a qualidade de vida
de felinos com CCE cutédneo em estdgio avangado, considerando que cuidados paliativos sdo medidas validas de tratamento em oncologia (MASON, 2016).

O plasma atmosférico a frio (CAP) vem emergindo como um tratamento promissor no cancer que pode complementar o conjunto existente de modalidades de tratamento
e, quando combinadas com outras terapias, aumentam sua seletividade e eficacia contra canceres resistentes (SEMMLER et al., 2020; DAI et al., 2018). O CAP possui as
vantagens de ser barato, rapido, de facil aplicagdo e, esperangosamente, é uma alternativa confiavel, quando comparado aos tratamentos convencionais, que além dos
altos custos e efeitos colaterais aos tecidos saudaveis, muitas vezes tem resultados insatisfatorios (SAADATI et al., 2018).

O plasma, conhecido como “quarto estado da matéria”, € composto por espécies reativas, ou seja, moléculas e dtomos excitados, ions positivos, negativos e elétrons em
um gas neutro de fundo (WELTMANN et al., 2018). Ele pode ser categorizado em plasma térmico (SAMAL, 2017) e frio (WANG et al., 2013). O plasma térmico é
produzido em ambiente a vacuo e necessita de altas temperaturas, sendo utilizado comumente no tratamento de biomateriais (SEO et al., 2014). Por outro lado, o
plasma frio atmosférico (CAP) é produzido em temperaturas abaixo de 40°C sob pressdo atmosférica, possibilitando aplicagéo terapéutica segura em animais e humanos
(GAY-MIMBRERA et al., 2016).

Com o desenvolvimento do CAP para aplicagdes biomédicas, surgiu um novo campo, a “medicina de plasma”, que aliando conhecimentos da fisica, medicina e outras
ciéncias da vida vem desenvolvendo e testado diferentes fontes e dispositivos de plasma com aplicagdes biomédicas (LAROUSSI, 2018). Em geral, esses dispositivos
podem ser divididos naqueles de descarga direta (por exemplo, DBD: descarga de barreira dielétrica) e os dispositivos de descarga indireta (por exemplo, APPJ: jato de
plasma de pressdo atmosférica), sendo aqueles gerados em descarga de barreira dielétrica (DBD) mais amplamente utilizados em aplicagdes biomédicas (BERNHARDT et
al., 2019).

Esses dispositivos de CAP vem demonstrando efeito anticancerigenos contra o osteossarcoma (TORNIN et al., 2019); cancer de pulmé&o (KARKI et al., 2019); linfoma
(CHENG et al., 2019); glioblastoma (CHEN et al, 2017) cancer de pancreas (VAN LOENHOUT et al., 2019) cancer de prdstata (FOFANA et al., 2020), cancer colorretal
(SCHNEIDER et al., 2018), cancer de mama (WANG et al., 2019) e o carcinoma de cabega e pescogo (GUERRERO-PRESTON et al., 2014).

Os mecanismos anticancer ocorrem principalmente devido a agdo seletiva de células cancerigenas as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) produzidos pelo
CAP. As RONS causam toxicidade celular dose dependente podendo resultar em necrose, apoptose, senescéncia, e autofagia reduzindo a adesdo, proliferagdo e migragdo
celular, inclusive desencadear uma resposta imune (SEMMLER et al., 2020)

As estimativas indicam que humanos, cées e gatos apresentam risco ao cancer de forma semelhante ao longo da vida, reforgando a hipotese de que observagGes sobre
biologia e epidemiologia do cancer em animais de companhia podem ser extrapoladas diretamente para humanos (MODIANO, 2016) Dessa forma, é possivel mesclar
dados cientificos oncoldgicos de humanos e veterindrios beneficiando claramente o conhecimento do desenvolvimento, progressdo e manejo do cancer (SCHIFFMAN;
BREEN, 2015).

Assim, baseado em estudos prévios, a hipdtese é que a aplicacdo de plasma frio atmosférico exerce efeito antineopldsico sobre CCE de felinos em estagio avancado
contribuindo para o controle do cancer nesta espécie.

Objetivos

Objetivo Geral:

e Avaliar a eficacia do plasma frio atmosférico no tratamento do carcinoma de células escamosas felino em estagio avangado.
Objetivos Especificos:

e Investigar o efeito do plasma DBD sobre a viabilidade de queratinécitos e células tumorais de felinos;
e Avaliar o tratamento de CCE cutdneo com dispositivo de plasma DBD;

e Avaliar os efeitos da terapia com CAP sobre a temperatura das células em cultura e tumoral;

e Avaliar as propriedades viscoeldsticas das células tumorais tratadas a plasma;

e Identificar efeitos adversos da terapia com CAP;

e Analisar a histopatologia das lesGes tumorais tratadas;

e Mensurar a expresséo de fatores angiogénicos, pro-inflamatérios e proteinas de choque térmico;

e Avaliar a qualidade de vida dos animais em tratamento;

e Classificar a resposta dos pacientes a terapia com CAP;

e Avaliar o tempo de sobrevida dos pacientes;

Metodologia
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Esse trabalho serd realizado em quatro etapas:

Etapa 1 - Ensaios in vitro

Dispositivo de plasma atmosférico a frio

O dispositivo de plasma atmosférico obtido por barreira dielétrica (DBD) que serd utilizado neste trabalho foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, no Laboratério
de Plasma Aplicado a Agricultura, Salide e Meio Ambiente do CITED - Centro Integrado de Inovagdo Tecnoldgica do Semiarido da Universidade Federal Rural do Semi-
arido - UFERSA.

Obtengdo dos queratindcitos e células do carcinoma de células escamosas

Os queratindcitos e células de carcinoma utilizados neste trabalho serdo obtidos a partir de fragmentos de pele normal e do tumor de pacientes portadores de CCE do
Hospital Veterindrio Jerénimo Dix-Huit Rosado Maia da UFERSA.

Tratamento de CAP sobre células

Para avaliar o efeito do tratamento de plasma sobre as células em cultivo, as células serdo transferidas para placas de 12 pogos e divididas em dois grupos: Grupo I
(controle de crescimento) - células sem tratamento; Grupo II - células tratadas com plasma DBD, com tensdo, a frequéncia de excitagdo e a taxa de fluxo de gas de 0,8-
1,2 kVrms, 35 kHz e 0,1 L / min, respectivamente.

Efeito do CAP sobre temperatura das células em cultivo

Para avaliar o dano térmico provocado pelo CAP sobre as células em cultivo serd mensurada a temperatura das células antes e imediatamente apds a aplicagdo do CAP
pelos diferentes dispositivos utilizando uma cédmera de infravermelho modelo FLIR SC620. A temperatura das células sera mensurada em ambiente fechado cuja
temperatura e umidade serdo controlados por termo-higrometro digital com captura de foto a uma distancia de 50 centimetros do meio de cultura.

Morfologia das células

Para analise da morfologia celular, 5x104 células serdo cultivadas sobre laminulas de vidro por 24h, em seguida submetidas a tratamento por CAP conforme descrito no
item anterior. Apds tratamento, as célula serdo fixadas as laminulas com glutaraldeido a 2,5% em tampa&o fosfato 0,1M pH 7,2 (PBS), pos-fixados com tetroxido de dsmio
a 1% por 2h. Apds a pos-fixagdo, serdo desidratadas em série crescente de alcodis, e metalizadas com ouro. As imagens serdo capturadas pelo microscépio eletrénico de
varredura (MEV) (SEM-SSX 550 Superscan, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan).

Proliferagdo/ viabilidade celular

As células (5x104 células/ pogo) serdo cultivadas por 24h em placas de 12 pogos, em triplicata. Depois de submetidas ao tratamento de CAP, sera adicionada em cada
pogo 1mL de solugdo de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide (MTT, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) diluido em meio de
cultura. Apds 3 h de incubagdo, os cristais de formazan produzidos pela redugdo do MTT serdo dissolvidos pela adigdo de 1 mL de etanol P.A. (Reagente ACS = 99,5%)
em cada pogo por 15 minutos sob agitagdo constante. Em seguida, 100 pL de cada pogo serdo transferidos para placas de cultura de 96 pogos e quantificados por
espectrofotometria de absorvéncia a 570 nm em um leitor de microplacas (Quant MKX200, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA).

Ensaio de TUNEL

A fragmentagdo do DNA resultante da apoptose serd avaliada com o kit de detecgdo de morte celular in situ (Fluoresceina-dUPT, Roche ). Apds a fixagdo, o ensaio TUNEL
serd realizado por seguindo as instrugdes do fabricante. A fluorescéncia verde emitida das células apoptdticas serd quantificada por citometria de fluxo. Um total de
50.000 eventos serdo adquiridos para cada pogo tratado e dos controles no citdmetro de fluxo (FACScan, BD Biosciences, San Jose, EUA). A intensidade de fluorescéncia
de cada amostra serd obtida por meio do software do prdprio aparelho.

Interagdo células neoplasicas

As analises das propriedades biomecénicas das células neoplasicas tratadas com CAP realizadas em parceria com a Universidade Catdlica Pontifica do Chile (PUC-Chile).
As células serdo colocadas em superficies metélicas para obtengdo das imagens de microscopia de forga atdbmica (AFM) para determinar propriedades biomecénicas da
célula, como amortecimento, rigidez e viscoelasticidade em interagdo com a superficie.

Imagem de microscopia de forga atémica (AFM)

Em um AFM (Asylum Research, Santa Barbara, EUA) serdo utilizadas tips BL-TR400 (k = 0,01-0,05 Nm-1) (Olympus) com excitag&o direta via configuragdo IDrive para
obter mapas de canal 3D. Os canais de deflexdo (A0), amplitude (A1), fase (¢) e extensdo piezo (altura) serdo obtidos com uma amplitude alvo de 200mV e uma
velocidade lateral de 10 um/s. O valor Q (Qfar) serd obtido a 5um sobre a superficie e a fase serd bloqueada a 90°. O ponto de contato da amostra sera determinado
pelo algoritmo bayesiano descrito anteriormente (Rudoy et al., 2010).

Determinagéo das propriedades viscoeldsticas das células endoteliais via AFM

Propriedades viscoelasticas, como rigidez (k-sample), amortecimento (c-sample) e viscoelasticidade (loss tangente) serdo determinadas através do protocolo descrito em
Cartagena et al. (2014). Resumidamente, as diferentes propriedades podem ser obtidas de acordo com as seguintes equagdes, onde wdr é a frequéncia de excitagdo
cantilever.

Funcionalizagdo de AFM com uma célula

As tips AFM (BL-TR400PB com constante de mola k = 0.09N / m) serdo limpas com HCI (37%), acetona e isopropanol durante 15min e depois lavadas com agua milliQ.
Em seguida, as tips serdo incubadas primeiro com poli-L-lisina (1mg / mL em PBS) por 30min em temperatura ambiente e em segundo lugar com coldgeno (20mg / mL
em PBS) por 2h a 37 ° C. Posteriormente, as tips serdo lavadas com PBS e armazenadas a 4°C até o uso. Num pogo de placa de cultivo, aproximadamente 1x103 células
serdo adicionadas em suspensdo (Tyrode / tamp&o de glicose a pH 7,4) por 30 minutos até serem depositadas no fundo do pogo. Posteriormente, o pogo contendo as
células sera colocado no suporte da AFM com a tip quimicamente modificada. Apdés 10 minutos de incubagdo para evitar a deriva térmica, o AFM sera colocado 2,5 mm
sobre a superficie e, usando uma cdmera CCD, uma célula especifica serd selecionada. Usando um tempo de aproximagdo de 0,5 mm / s e tempo de permanéncia de
120s, a célula serd aderida a tip do AFM. Antes do experimento (interagdo célula - célula), a tip funcionalizada do AFM serd mantida por 15min para estabilizar o sinal de
deflexdo (Zhang et al., 2004).

Forga de adesdo entre as células neoplasicas

A forga de adesdo da célula em interagdo sera medida pela aproximagé&o das curvas da tip em diferentes posicdes sobre a superficie metalica modificada e as forgas seréo
avaliadas a uma velocidade de retragdo de 1000nm / s (Shahin et al., 2008).

Etapa 2 - Ensaios in vivo i

A pesquisa serd realizada apds anélise e aprovagdo da comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA) e a inclusdo
do animal no estudo esta vinculada a autorizagdo do tutor pela assinatura do termo de livre consentimento motivado. Serdo incluidos no estudo gatos com CCE (estadios
T3 ou T4) encaminhados ao Hospital Veterinario da UFERSA, os quais ndo tenham indicagdo para serem submetidos a excis&o cirlrgica no momento da avaliagdo clinica.
Os animais passardo por exame clinico (hemograma completo, perfil renal e hepético), radiografia de térax e cranio e bidpsia incisional para confirmagdo diagndstica. O
estadiamento tumoral serd registrado de acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude (OWEN, 1980). O tamanho tumoral serd obtido em centimetros
por mensuragdo com paquimetro em trés dimensdes anteriormente as sessdes com plasma.

Tratamento com CAP

Os pacientes serdo submetidos a um ciclo que compreendera trés aplicagdes de plasma dentro de uma semana, seguido de uma semana sem exposigdo. A area do tumor
sera varrida com plasma por 1 min/cm2 (METELMANN et al., 2015; METELMANN et al., 2018).

O dispositivo de plasma DBD serd ajustado para pulsos de alta tensdo 14 (Kv), com frequéncia entre 100 e 400 Hz e poténcias dissipadas nas descargas do gas entre
167 a 237 mW. O dispositivo ficara a uma disténcia de 1 a 2 mm da pele (DAESCHLEIN et al., 2013).

Os efeitos adversos do tratamento com CAP serdo avaliados a cada sessdo do tratamento e se presentes serdo registrados de acordo com critérios estabelecidos pelo
grupo de oncologia cooperativa veterinaria (VCOG-CTCAE, 2016).

Efeito do CAP sobre a temperatura tumoral

A temperatura dos tumores serd mensurada através de analise termografica em ambiente fechado, com temperatura e umidade controlados por termo-higrémetro
digital. As imagens digitais e termograficas serdo capturadas antes e apds a administragdo do CAP na primeira sessdo a uma disténcia de 50 centimetros de distancia do
animal, através de uma cémera termografica modelo FLIR SC620.

Etapa 3 - Andlises anatomopatoldgicas

Colheita dos tecidos

As colheitas teciduais dos pacientes tratados com o plasma serdo realizadas por meio de bidpsias incisionais antes e apds a terapia. Sera realizada tricotomia e
antissepsia do tumor e drea circundante para que posteriormente os panos de campo sejam posicionados. Em seguida, sera realizada incisdo em cunha dos tumores, em
condicdes estéreis. As amostras tumorais serdo armazenadas em formaldeido tamponado 10% em proporcdo de 10 partes de formol para 1 parte de tecido. Todos os
animais serdo medicados apds a intervengdo com meloxicam (0,1 mg/kg) por via intravenosa.

Avaliagdo histopatoldgica

As avaliagOes histopatoldgicas serdo realizadas antes e apds o tratamento dos tumores. As amostras de tecido fixadas serdo submetidas a processamento histolégico
padrédo para inclusdo em parafina. Segdes seriais de 5 um de espessura serdo obtidas usando micrétomo. Para a andlise descritiva microscopica de cada grupo, as
secgBes serdo coradas com hematoxilina e eosina (HE). Para quantificacdo dos diferentes tipos celulares do estroma tumoral serdo utilizadas as laminas coradas com HE
e quando necessario serd utilizado corante especifico para cada tipo celular. As células visualizadas em microscdpio dptico serdo identificadas de acordo com a forma e
coloragdo especifica quando necessario em fibroblastos/miofibroblastos, adipdcitos, células epiteliais, imunes, vasculares e musculares lisas, sendo contadas em 15
campos por grupo usando objetiva de 40X.

Ensaio de tunel

Os cortes histologicos serdo desparafinizados em xilol, hidratados em série de etanol com concentragdes decrescentes, lavados em agua destilada e submetidos a
coloragdo de TUNEL, utilizando o Kit de detecgdo de morte celular in situ (Fluoresceina-dUPT, Roche), conforme instruges do fabricante. A fluorescéncia verde emitida
das células apoptéticas serd detectada em microscdpio de imunofluorescéncia. O DAPI sera utilizado como contracoloragdo para identificar os ntcleos das células pela
coloragdo azul. As imagens de fluorescéncia obtidas serdo utilizadas para quantificagdo da intensidade utilizando software analisador de imagem.

Imunohistoquimica

Cortes de 5um ser&o preparados em micrétomo e depositados em laminas silanizadas. Logo apds, estas serdo mantidas em estufa por um periodo de 6h, submetidos a
sequéncia de imersdo de desidratacdo em duas solugBes de xilol por 10 minutos cada, depois imersas em solugbes decrescentes de etanol em trés solugdes de alcool
absoluto, uma a 95°GL, uma a 80°GL e uma de 70 °GL por cinco minutos cada, e por fim, as amostras permaneceram em agua destilada por mesmo tempo.

A recuperagdo antigénica sera realizada por meio da imersdo das ldaminas em solugdo de citrato de sddio (pH 6,0) aquecidas em trés sessdes de 5 minutos (cada) em
micro-ondas convencional em poténcia méxima (750W), evitando a fervura do material imerso. Apds o resfriamento das amostras, o material serad lavado em solugéo
tampado de tris-triton (TBS - tris(hidroximetil)aminometano, pH 7,6 acrescido de 0,075% de Triton-X- 100) duas vezes e sob agitagdo, por 5 minutos cada lavagem.
Para o bloqueio das reagdes inespecificas serd utilizado 300 pL de solugdo de bloqueio (UltraCruz© Blocking reagente - SC 516214), diluido em 2,7 ml de TBS, gotejando
sobre os cortes presentes na ldamina até cobri-los. As Idminas contendo os cortes serdo armazenadas em camara Umida por 120 minutos em temperatura ambiente.



Seguindo-se com uma lavagem em solugdo tris-triton sob agitagdo, em duas séries de 5 minutos e secas com papel toalha.

Logo em seguida, as laminas serdo colocadas em camara Umida por 12 horas sob refrigeragdo. No dia seguinte, as ldaminas ser&o lavadas com TBS e imersas em solucdo
de perodxido de hidrogénio a 0,3% por 15 minutos e em ambiente escuro, para o bloqueio da peroxidase endbgena. Posteriormente, todos os cortes serdo incubados com
solugdo contendo o anticorpo secundario biotinilado contra anticorpo de cabra (Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP - AB205718), em camara Umida por 60 minutos em
temperatura ambiente e, novamente, lavadas em TBS. Em ambiente escuro, sera instilada uma gota do agente cromdgeno diaminobenzidina (DAB) em cada secg&o,
sendo imersas em agua destilada ap6s o tempo de cada hormoénio (ARO - 60 segundos; Ando - 180 segundos; ERa - 120 segundos). As |daminas serdo contra coradas
em hematoxilina de Harris por 5 segundos e mergulhadas em alcool absoluto e xilol e, conseguinte, montadas com Permount® (Fisher Chemical). As reagdes positivas
serdo reconhecidas pela coloragdo vermelho amarronzadas, enquanto que as negativas, em tons mais suaves de marrom amareladas a coloragdo branca.

Etapa 4 - Avaliagdo do tratamento in vivo

Analise da qualidade de vida

Os pacientes serdo avaliados quanto a qualidade de vida, por meio de um questionario respondido por seus tutores 15 dias apds o término da terapia. O estado de saude
no momento do preenchimento do questionario sera comparado pelos tutores com o estado antes do tratamento (1 - pior; 3 - igual; 5 - melhor). O material sera
produzido conforme descrito por Lycnh et al (2010).

Classificagéo da resposta a terapia

Os pacientes serdo avaliados apds o término do tratamento, realizando-se estudo radiografico da regido tumoral, bem como classificagdo da resposta a terapia conforme
estabelecido pelo consenso da associacdo do grupo de oncologia veterinaria - RECIST-VCOG (NGUYEN et al., 2013). Os pacientes serdo acompanhados mensalmente por
meio de consultas e/ou ligagGes telefénicas.

Analise estatistica

Os valores médios de temperatura serdo avaliados por meio do teste de Tukey. A taxa de efeitos adversos sera avaliada em percentual. A qualidade de vida sera avaliada
por meio de estatistica descritiva basica, associada ao teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney. A taxa de resposta a terapia sera avaliada em percentual, comparando
o0 nuimero de pacientes que obtiveram CR ou PR com o total de pacientes por grupo. A sobrevida dos grupos sera avaliada utilizando o software Kaplan Meier (SPSS
versao 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Os resultados serdo considerados significantes quando o valor de P for < 0,05.
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Resumo

A imunodeficiéncia viral felina (FIV) é considerada uma das doengas mais comuns em gatos em todo mundo e largamente difundida na populagdo de gatos domésticos
do Brasil. E, apesar de ser extensamente estudada, informagdes a respeito das alteragbes hematoldgicas, bioquimicas e de imagens (radiografia, ultrassonografia e
ecocardiografia) em gatos naturalmente infectados ndo estdo completamente elucidadas, principalmente na regido nordeste do pais. Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho é a realizagdo da caracterizagdo clinica, epidemioldgica, laboratorial e imagistica da infecgdo natural pelo virus da imunodeficiéncia viral felina (FIV) em gatos
provenientes da cidade de Mossord, Rio Grande do Norte. Para tanto, serdo utilizados 80 gatos provenientes de atendimentos clinicos do Hospital Veterinario Jerénimo
Dix-Huit Rosado Maia da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA). Os animais ser&o divididos em dois grupos experimentais apds a realizagdo de um teste
imunocromatografico para a detecgdo de anticorpos contra o FIV: G1 (40 gatos FIV-positivos) e G2 (40 gatos FIV-negativos). Todos os animais serdo submetidos aos
exames clinicos e de imagens completos e a coleta de sangue para realizacdo de avaliagdes hematoldgicas e bioquimicas, e para a realizacdo de testes soroldgicos com
intuito de investigar as coinfecgdes por Toxoplasma gondii e Leishmania infantum. Os animais também serdo submetidos aos exames de imagem para identificar e
caracterizar as possiveis alteragbes presentes nos felinos. Espera-se, a partir do desenvolvimento desse estudo, esclarecer melhor a infecgdo natural desta retrovirose,
suas coinfecgdes e as alteragbes laboratoriais e de imagens em gatos naturalmente infectados no nordeste do pais.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr i aprendi. e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

A imunodeficiéncia viral felina (FIV) é uma doenca comum em gatos (LITTLE et al., 2020), mas faltam informages que descrevam sua prevaléncia, aspectos clinicos e,
principalmente, achados de imagens no Brasil (TEIXEIRA et al., 2019), o que dificulta tragar um perfil da enfermidade no pais. E uma retrovirose causada por um
lentivirus (HARTMANN, 2011) que induz imunossupress&o cronica podendo predispor a infecgdes secundarias e coinfecgbes (MILLER et al., 2019) como pela Leishmania
infantum e o Toxoplasma gondii (DUBEY et al., 2009; SOBRINHO et al., 2012), que destacam-se na medicina felina como importantes patégenos zoondticos (HARTMANN
et al.,, 2013; EGBERINK et al., 2015).

A Leishmania infatum é o agente etioldgico da leishmaniose felina (PENNISI; PERSICHETTI, 2018), uma doenga parasitaria zoondtica cronica. As retroviroses parecem
ser um fator de risco a esta doenga (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020) especialmente em areas endémicas da leishmaniose canina e humana (PENNISI et al., 2015),
porém sdo limitados os estudos que apresentam uma associag&o significativa entre essas infecgdes (SPADA et al., 2013), além de que ndo ha estudos consistentes que
descrevam o papel dos gatos na epidemiologia desta doenga em condigdes naturais (PENNISI; PERSICHETTI, 2018).

Bezerra e colaboradores (2019) demonstraram pela primeira vez que felinos da cidade Mossord, no Rio Grande do Norte, estdo sendo expostos a esta zoonose, sugerindo
que 0s mesmos possam estar participando da cadeia epidemioldgica de transmissdo da leishmaniose visceral. Observou-se soropositividade em 14/91 (15,38%), 26/91
(28,57%) e 3/91 (3,29%) animais para Leishmania spp., FIV e FelV, respectivamente. Nenhuma amostra foi positiva na PCR. Além disso, n&o foi observada nenhuma
associagdo estatistica significativa entre a soropositividade para Leishmania spp. e género, idade, presenga de sinais clinicos, fatores de risco avaliados e positividade
para as retroviroses.

Assim como a L. infantum, o Toxoplasma gondii estd entre os agentes etioldgicos mais estudados em gatos (DUBEY et al., 2009). Caracteriza-se por ser um protozoario
zoondtico responsavel por causar a Toxoplasmose (HARTMANN et al., 2013), e tem como hospedeiro definitivo o gato doméstico. A doenga possui epidemiologia
complexa e diagnéstico complicado devido a grande variedade de sinais clinicos (CALERO-BERNAL et al, 2019). A toxoplasmose clinica ja foi documentada em alguns
gatos infectados por retrovirorses (HEIDEL et al., 1990). Em estudos experimentais, a infecgdo pela FIV desencadeou a doenga e predisp0s os gatos a toxoplasmose
generalizada aguda (DAVIDSON et al., 1993), mas alguns trabalhos posteriores ndo identificaram a mesma associagdo (SPADA et al., 2013). Assim, ainda ndo ha dados
suficientes na literatura que permitam afirmar que gatos FIV-positivos s&o de fato mais predispostos a toxoplasmose.

A F1V, associada ou ndo as coinfecgbes, provoca anormalidades importantes nos 6rgdos, tornando um desafio a suspeita e o diagndstico baseado apenas no exame clinico
(HARTMANN, 2012). Nesse sentido, exames de imagem sdo fundamentais para o prognostico e tratamento, porém s&o escassos os dados que caracterizem as alteragdes
esperadas nos infectados (RUDAN et al., 2017). Segundo Taffin e colaboradores (2016), a ultrassonografia foi Util na avaliagdo da patogénese da doenca renal em gatos
naturalmente infectados.

Exames ecocardiograficos e radiograficos ndo sdo rotineiros nesse contexto de FIV e coinfecgdes, porém ja se demonstraram eficazes no diagndstico e progndstico de
doengas infecciosas em gatos com endocardite infecciosa (DIXON-JIMENEZ et al., 2011) e pneumonia infecciosa, respectivamente. Nessa Ultima, a infecgdo viral foi
considerada como principal causa de pneumonia em quase 30% dos gatos submetidos a radiografia toracica (MACDONALD et al., 2003).

A avaliagdo clinica, laboratorial e de imagens permitira identificar as desordens mais encontradas em gatos naturalmente infectados pela FIV, bem como suas coinfecges
e, a partir disso, auxiliar no mapeamento da doenga no nordeste brasileiro, de forma a contribuir com a medicina felina em melhorar a abordagem diagndstica e
terapéutica desses pacientes na rotina clinica. Além disso, estudos de caso-controle sdo necessarios para investigar o papel da infecgdo natural pelo FIV como um fator
de risco para outras infecgdes.

Objetivos

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo clinica, epidemioldgica, laboratorial e de imagem da infecgdo natural pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) em gatos provenientes da
cidade de Mossord, Rio Grande do Norte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar o perfil hematoldgico e bioquimico de gatos infectados naturalmente pelo FIV e suas coinfecgdes;

* Avaliar a coinfecgdo por Leishmaniose e Toxoplasmose;

e Determinar as principais alteragées nos exames de ultrassonografia abdominal, radiografia toracica e ecocardiografia em gatos infectados naturalmente pelo FIV e suas
coinfecgOes;

* Avaliar os fatores de risco para infecgdo natural pelo FIV bem com para suas coinfecgdes.

Metodologia

METODOLOGIA

Serdo utilizados 80 gatos provenientes de atendimentos clinicos do Hospital Veterinario (HOVET) Jer6nimo Dix-Huit Rosado Maia da Universidade Federal Rural do Semi-
arido (UFERSA). O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA, protocolo de nimero 23091.008147/2017-28.

O presente trabalho sera dividido em trés experimentos. O primeiro experimento consiste na caracterizagdo clinica e epidemioldgica de gatos infectados naturalmente
pelo virus da imunodeficiéncia felina. Para isso, os animais ser&o divididos em dois grupos experimentais: G1 (40 gatos FIV-positivos) e G2 (40 gatos FIV-negativos).
Para identificar os animais quanto a infecgdo pelo FIV e formar os grupos sera realizado um teste imunocromatografico para a detecgéo de anticorpos contra o FIV e de
antigenos do FelLV (Alere FIV Ac/FeLV Ag Test Kit, Alere®). O teste sera realizado conforme recomendag&es do fabricante, utilizando amostras de sangue total.

Todos os animais serdo submetidos a exame clinico completo e as informagGes concernentes ao animal (sexo, idade, raga), alteragdes clinicas e o estilo de vida dos
mesmos serdo registradas em fichas individuais. Em seguida, amostras de sangue de 5 mL serdo colhidas por meio de venopungdo da jugular e acondicionadas em tubos
de vidro com e sem EDTA. As amostras sem EDTA serdo posteriormente centrifugadas a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos para separagdo do soro. Tais amostras serdo
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destinadas para realizagdo de exames hematoldgicos e bioquimicos, sendo que o restante do soro e sangue total serd transferido imediatamente para tubos plasticos tipo
eppendorf e armazenados a -20°C até a execugdo de testes soroldgicos posteriormente.

O segundo experimento sera a realizagdo da avaliagdo hematoldgica, bioquimica, radiografica tordcica, ecocardiogréfico e ultrassonografica abdominal dos felinos. Todos
0s animais serdo submetidos a avaliagdo hematoldgica e bioquimica, por meio de hemograma completo e perfil bioquimico, no intuito de se caracterizar as alteragées
mais comumente observadas nos gatos infectados pelo FIV. Para a avaliagdo hematoldgica, amostras de sangue total com EDTA serdo analisadas utilizando um contador
hematoldgico automatizado (Scil Vet abc™). A contagem diferencial de leucdcitos sera feita por avaliagdo manual de esfregagos sanguineos corados com corantes
hematoldgicos do tipo Diff-Quick (Pandtico Rapido, Renilab, Brasil), utilizando microscépio 6ptico. As avaliages bioquimicas serdo realizadas a partir de amostras de soro
em analisador bioquimico semi-automatico (Bioplus BIO-200), com os kits reagentes apropriados. Os parametros avaliados serdo: alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), creatinina, ureia, proteina total e albumina.

Em relagdo aos exames de imagem, os animais serdo submetidos a varredura abdominal por meio de ultrassonografia para identificar e caracterizar as possiveis
alteragOes viscerais presentes nos felinos dos dois grupos estudados. O exame ecocardiografico (bidimensional, modo-M, Doppler colorido e pulsado) também sera
realizado para possiveis alteragBes na fisiopatologia cardiaca. Para realizagdo do exame ecocardiografico/ultrassonografico, o animal serd posto em decubito lateral
direito, depois esquerdo, bem como o ventro-dorsal e submetido a tricotomia ampla de abdémen e térax cranial, bilateralmente. Com transdutores linear e setorial de
frequéncia entre (5 - 10) MHz (Infinit 7V, Ultramedic(1), os exames de imagem serdo realizados com ajuda de gel a base de dgua para a melhor condugéo das ondas
sonoras. As radiografias realizadas no HOVET ser&o obtidas em decubito lateral direito/esquerdo e ventro-dorsal para as radiografias toracicas e abdominais com o auxilio
do aparelho de raio-x fixo convencional analdgico (X-Rad(’, 120 kVp, 400 mA e 5-6 mAs). As imagens obtidas serdo preparados na processadora automatica para filmes
de raios X Macrotec MX-2 (Macrotec | Ind. e Com. de Equipamentos LTDA) e digitalizadas. Todos os exames de imagem serdo laudados e tabulados para analise
estatistica entre os grupos.

No terceiro experimento serd realizada a detecgdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii sera feita por meio da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando
taquizoitos de T. gondii da cepa RH. Controles positivos e negativos serdo utilizados em todas as reag@es e o ponto de corte (cut off) adotado sera 1:40 (SOUSA et al.,
2014). Ainda nesta etapa a detecgdo de anticorpos anti-Leishmania infantum ser&o realizados duas metodologias soroldgicas: RIFI e ELISA. A reagéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) sera executada conforme descrito por Noé e colaboradores (2015). Serdo empregadas como antigenos as formas promastigotas de
Leishmania infantum, sendo considerado reagente o titulo igual ou superior de 80 (PENNISI et al., 2012). Controles negativos e positivos serdo incluidos em cada lamina.
Ja para o ELISA, sera utilizada a técnica previamente descrita, a partir do uso de placas de poliestireno de 96 pogos, previamente sensibilizadas com antigeno solGvel de
L. infantum. O valor do ponto de corte serd determinado a partir de amostras de sangue de gatos provenientes de drea ndo endémica para a leishmaniose visceral, e a
média e os desvios padrdo serdo calculados. O valor da média somado ao triplo do valor do desvio padréo sera considerado o ponto de corte (VIDES et al., 2011).

Para a andlise estatistica serd utilizado o programa estatistico SPSS versdo 22. Os dados obtidos serdo avaliados e entdo serdo estabelecidos os testes estatisticos mais
adequados para correlacionar o questionario/ficha clinica com a variavel "animais infectados" com as diversas outras possiveis varidveis dentre os fatores de risco: sexo,
idade, raca, alteragdes clinicas, estilo de vida (acesso a rua, contato com outras espécies animais), coinfecgdes, alteragdes hematoldgicas/bioquimicas e alteragdes
ultrassonogréficas, radiograficas e ecocardiogréficas.
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Resumo

O estudo de espécies forrageiras nativas e cultivadas é de grande importancia para os alunos das areas de ciéncias Agrarias. Esta possibilidade de conhecer o maximo de
espécies forrageiras, auxilia o aluno em formag&o para melhor utilizagdo destes recursos na alimentagdo animal, bem como no aprimoramento de suas atividades junto
as consultorias e extensdo. Baseado nesta percepgdo, o objetivo deste projeto é semear no setor de Forragicultura e Pastagem, espécies forrageiras, gramineas e
leguminosas, com potencial forrageiro, para serem utilizadas em aulas praticas e na avaliagdo de seu comportamento morfo-fisiolégico e estrutural. Serdo utilizados
canteiros de alvenaria jé construidos no setor de forragicultura, receberdo tratamento de solo e preparagéo da area para recebimento das espécies. Contard com a
melhoria do sistema de irrigagdo e com o monitoramento dos alunos ligados ao projeto. As sementes serdo adquiridas por empresas da area de sementes forrageiras,
coleta em propriedades e de produtores particulares. As espécies serdo implantadas na area e serdo avaliados algumas variaveis: produgdo de matéria seca (Kg MS/ha),
altura, nimero de folhas e/ou ramos, valor nutritivo e morfogénese. As avaliagdes serdo a cada quatro semanas. Serdo implantados o méaximo de espécies possiveis
(gramineas, Leguminosas e outras). Apds coleta de dados os integrantes do projeto fardo resumos e artigos que possibilitem a divulgagdo do trabalho com as espécies
forrageiras no setor de forragicultura da UFERSA-RN

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr

apr e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

As pastagens cultivadas vém ocupando areas cada vez maiores no Brasil, principalmente devido ao padrdo de produgdo que se firmou nos Gltimos anos, exigindo
cultivares mais produtivos e adaptados. Estima-se que dos 180 milhdes de hectares de pastagens existentes no pais, cerca de 100 milhdes de hectares sdo de pastagens
cultivadas (Dias-Filho, 2014).

A quase totalidade dos cultivares de plantas forrageiras tropicais foi obtido por processos de coleta e, ou introdugdo praticados por instituigdes de pesquisa. Entre essas
espécies, 0s géneros Brachiaria e Panicum apresentam maior importancia. Cerca de 80% da area de pastagens cultivadas no Brasil utiliza cultivares desses géneros
(Fernandes et al., 2000). Segundo Valle et al. (2003), esses dois géneros de plantas forrageiras dizem respeito a aproximadamente 85% das sementes comercializadas
para implantagdo, recuperagdo ou renovagdo de pastagens. Porém, na regido nordeste o género Cenchrus tem se destacado pela sua notavel adaptagéo as condigbes do
semi-arido (Dantas Neto et al., 2000). Dentre as leguminosas arbustivas a Leucena leucocephala é a mais estudada e é relativamente bem disseminada em todo o Brasil,
tendo o seu uso se consolidado na formagdo de bancos de proteina. No semi-arido tem sido utilizada como componente do sistema CBL (caatinga, buffel, leucena,).
Entre outras leguminosas o Guandu e Gliricidia também s&o utilizadas na dieta de ruminantes no Nordeste brasileiro. Nesse contexto, a perspectiva e a necessidade de
aumentar a diversidade das pastagens passa pelo langamento de novos cultivares, mas sé esta medida ndo constitui solugdo eficaz. Nascimento Jr. et al. (2004)
chamaram a atengé&o para o fato de ja existir uma ampla gama de opgGes de espécies e cultivares de plantas forrageiras,

sendo o problema, portanto, mais relacionado com a necessidade de melhor conhecimento das plantas forrageiras existentes e de seu potencial de uso nos diferentes
ecossistemas.

O desenvolvimento, crescimento e senescéncia de folhas e perfilhos sdo os principais processos fisioldgicos que determinam o fluxo de tecidos na planta e
conseqlientemente sua capacidade de produgdo. A produtividade das gramineas forrageiras estd diretamente relacionada com sua capacidade de emitir folhas de
meristemas remanescentes apds a desfolhagdo, caracteristica de extrema importancia para o restabelecimento da area foliar e consequentemente para a persisténcia da
planta forrageira na pastagem. Dessa forma, torna-se essencial que estudos de dindmica de produgdo das gramineas forrageiras por meio de avaliages de
caracteristicas morfogénicas, além daquelas de produgdo, sejam conduzidos a fim de gerar conhecimentos basicos para definicdo de estratégias ideais de manejo.
Estudos de caracteristicas morfogénicas, estruturais e produtivas de plantas forrageiras tem sido bastante difundidos no Brasil e os resultados dessas pesquisas muito
tem auxiliado na condugdo do manejo adequado das forrageiras, principalmente para os ecossistemas do Brasil Central. Considerando-se as peculiaridades do Estado do
Rio Grande do Norte, torna-se essencial a avaliagdo de forrageiras que possam ser utilizadas em sistemas de produgdo animal, afim de se identificar aquelas mais
adaptadas e com maximo potencial produtivo para a regido em estudo.

Nesse sentido, avaliagbes ecofisioldgicas, via morfogénese e estrutura do pasto , estudo morfo-anatémicos e nutricional, assim como de produgdo de forragem serdo de
suma importancia para identificagdo de cultivares adaptados, definigdo de praticas de manejo eficientes tanto para produtividade e caracterizagdo quanto para
sustentabilidade dos sistemas de produgdo animal na regido de Mossord, Estado do Rio Grande do Norte.

Este projeto tem como meta: Identificar espécies Nativas e Cultivadas adaptados as condigdes edafoclimaticas da regido de Mossord, bem como outras espécies que
estejam alocadas no setor de produgdo de alimento forrageiro da UFERSA e/ou regides proximas. Caracterizar o padrdo de crescimento, via fluxo de tecidos, das
gramineas e leguminosas forrageiras na regido de Mossoré. Selecionar materiais promissores para utilizagdo em futuros experimentos. Reestruturar o campo
agrostoldgico da UFERSA que retornara a ser utilizado para aulas praticas da disciplina de forragicultura. Incluir a participagdo de alunos na condugdo do experimento
para que possam adquirir conhecimento pratico e cientifico na érea de forragicultura e pastagem, bem como incentiva-los & pesquisa. Criar e consolidar um grupo de
pesquisa em forragicultura e pastagem na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, fortalecendo o Programa de Mestrado em Produgdo Animal (UFRN/UFERSA).

Objetivos

-Plantar e avaliar espécies forrageiras que consigam se adaptar as condigGes locais de semiarido;

- Avaliar aspectos agrondmicos, morfogénicos e estruturais das espécies;

- Avaliar a qualidade das espécies forrageiras;

- Avaliar o consumo de algumas espécies na alimentagdo de ovinos e/ou bovinos;

- Implantar o maior nimero de espécies forrageiras, entre gramineas e leguminosas, para conhecimento didatico e cientifico na UFERSA. Disponibiliza-los para as
disciplinas de Forragicultura e qualquer outra disciplina afim.

Metodologia

O experimento serd conduzido na area fisica estruturada para produgdo de alimento forrageiro da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA), em Mossord, RN.
Os capins utilizados serdo das espécies variadas, adquiridas por empresas de sementes, produtores rurais e coletadas em propriedades particulares, bem como outras
espécies que estejam alocadas no setor de produgdo de alimento forrageiro da UFERSA e/ou regides proximas.

Serdo implantados em canteiros no setor de forragem da UFERSA, de dimensionamento de 2 x 1,5 m.

As espécies serdo semeadas em linhas continuas, sendo que a densidade de semeadura considerara a recomendag&o para cada cultivar e o VC% (valor cultural) das
sementes utilizadas. A profundidade da semeadura sera entre 3 e 4 cm. O campo serd mantido permanentemente livre de plantas daninhas e sera realizado o controle
de formigas durante todo o periodo de avaliagdo. Além de reestruturar e reavaliar algumas areas ja plantadas.

O experimento tem previsdo de duragédo de 36 meses. Antes da implantagdo dos cultivares, serdo retiradas amostras de solo (cinco para cada area de 432 m2) nas
camadas de 0-10 e 0-20 cm de profundidade para verificar o grau de fertilidade. De posse dessas informagoes, serdo realizadas as corregdes e adubagdes de acordo com
as exigéncias nutricionais de cada género.

As plantas deverdo ser cortadas (uniformizagdo) 8 semanas apds a emergéncia, data a partir da qual serdo determinados os futuros cortes de avaliagdo a cada 4
semanas durante a época de maior precipitagdo. A altura de corte deverd ser de 15 a 20 cm. Essas alturas de corte deverdo ser respeitadas durante todo o periodo de
avaliagdo e espécies forrageira estudada.

Serdo feitas medidas de altura do dossel (cm) determinada antes de cada corte utilizando-se uma régua graduada em centimetros, sendo medidos cinco pontos
aleatdrios por unidade experimental. A altura de cada ponto corresponderd a altura média do dossel em torno da régua. A altura no momento do corte também serd
tomada, para assegurar que a altura de corte pré-estabelecida seja cumprida.

O primeiro dado de produgdo de forragem consideraré o acimulo de forragem entre a semeadura e o corte de uniformizagdo. Apds a eliminagdo das bordaduras a area
util serd cortada e pesada no campo individualmente para estimativa do acimulo de MS total. Sera retirada uma sub-amostra (minima de 500 gramas), que sera pesada,
para determinagdo do peso verde, e separagdo das fragdes lamina foliar, colmos e material morto. Esses componentes serdo levados a estufa de ventilagdo forcada a
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65°C por 72 horas. De posse da informag&o do peso seco de cada fragdo da amostra sera estimada a percentagem de matéria seca (MS) e célculos da porcentagem de
folhas, colmos e material morto e a relagdo folha:colmo. O acimulo de MS total da parcela serd determinado por estimativa. Caracteristicas morfogénicas e estruturais, a
partir de um ciclo de rebrotagdo serdo marcados trés perfilhos ao acaso, por parcela, para avaliagdo das caracteristicas morfogénicas e estruturais do dossel durante o
periodo de intervalo entre cortes. Os perfilhos serdo identificados com fios coloridos e, para melhor visualizagdo no campo, ao lado de cada perfilho, sera fixada uma
haste com etiquetas numeradas. As avaliagdes serdo realizadas a cada 15 dias na época de menor precipitacdo e a cada 7 dias nas épocas de maior precipitacdo. Serdo
medidos, com auxilio de uma régua milimetrada, o comprimento de laminas foliares e a altura da ligula da dltima folha expandida além de registrado o niUmero de novas

folhas surgidas em cada um dos perfilhos e em cada uma das datas de avaliagdo.
Os dados referentes a densidade populacional de perfilhos (DPP) serdo obtidos por meio da contagem do nimero de perfilhos em uma &rea delimitada de cada parcela.
Serd utilizado um quadro de 0,5 m2 (0,5 x 1,0 m). A escolha dos pontos de amostragem sera realizada de forma a representar a condigdo média da parcela no momento
da avaliagdo. Essas areas serdo mantidas fixas durante o periodo de avaliagdo, sendo alteradas somente quando as areas deixarem de ser representativas da condigdo
média. A contagem dos perfilhos sera realizada apds cada corte. Todos os dados serdo convertidos para perfilhos/m2. Para avaliagéo de valor nutritivo, amostras de
laminas foliares, colmos e material morto obtidas apds o corte e secas em estufa de ar forgado a 65°C, por 72 h, serdo moidas em moinho, identificadas e submetidas a
anadlise de proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e digestibilidade “in vitro” da matéria orgéanica (DIVMO). Para as analises das amostras da forragem
serd utilizado a espectrometria de reflecténcia do infra-vermelho proximo (NIRS - Embrapa Gado de Corte), de acordo com os procedimentos descritos por Marten et al.
(1985). Caso ndo possa utilizar o NIRS, estaremos fazendo todas as analises possiveis no Laboratério de nutricdo animal da UFERSA.
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. LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES
09/09/2019 09:19 CADASTRADO ASSIS (liz)

. AGUARDANDO AUTORIZAGCAO DA LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES
09/09/2019 09:19 UNIDADE ASSIS (liz)
25/09/2019 16:00 SUBMETIDO IVANILSON DE SOUZA MAIA (ivanilson.maia)

Parecer (19/09/2019) : PROJETO APROVADO NA 93 REUNIAO ORDINARIDA DO DCA

22/10/2019 08:15 RETORNADO PARA CORRECOES NAELDSON EXPEDITO ALVES DA SILVA (naeldson)

Parecer : N3o aprovamos projetos com captura de telas. Vocé pode utilizar as mesmas informagdes importantes do
projeto que colocou no SIGAA, porém, coloque numa estrutura de projeto de pesquisa (pode utilizar nosso modelo
disponivel na pagina da PROPPG).

04/11/2019 10:45 AGUARDANDO AUTORIZACAO DA LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES

UNIDADE ASSIS (liz)
17/11/2019 21:38 SUBMETIDO JOSE ERNANDES RUFINO DE SOUSA (ernandes25)
Parecer (14/11/2019) : Aprovado.
05/12/2019 09:41 RETORNADO PARA CORRECOES KATIANE DANTAS SOARES (katiane)

Parecer : Alterar vigéncia do projeto

AGUARDANDO AUTORIZAGCAO DA LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES
UNIDADE ASSIS (liz)

18/05/2020 09:45 RETORNADO PELO DEPARTAMENTO JOSE ERNANDES RUFINO DE SOUSA (ernandes25)

Parecer (18/05/2020) : Projeto retornado para ajuste no cronograma de atividades, conforme orientagao da
PROPPG.

04/05/2020 12:56

AGUARDANDO AUTORIZAGAO DA LIZ CAROLINA DA SILVA LAGOS CORTES

18/05/2020 11:39 UNIDADE ASSIS (liz)
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Resumo

O uso de enzimuria na triagem de doenga renal tem sido um procedimento diagndstico ativamente adotado na medicina humana, sendo considerado um indicador
sensivel e ndo invasivo, de disfungdo renal precoce (Bayly et al., 1986; Fuentes et al., 1997; Hinchcliff et al., 1988).

ElevagBes na atividade urinadria de GGT, bem como a proteinuria, sdo consideradas metodologias adequadas para averiguagdo da morfofuncionalidade renal, pois o alto
peso molecular das enzimas, e outras proteinas, impede a sua filtragdo a partir do sangue pelo glomérulo normal (Hinchcliff et al., 1988; Meyer et al., 2005).

Portanto, ndo existe correlacdo entre o aumento da atividade sérica da GGT e o aumento da atividade de GGT na urina, que neste caso, é originada da borda em escova
do epitélio tubular renal proximal (Hinchcliff et al., 1988; Meyer et al., 2005).

Assim como a proteinulria que configura-se como uma das primeiras alteragdes a surgir quando o paciente inicia uma lesdo renal.

Entretanto, para o correto e precoce diagndstico de lesdes renais, é necessario estabelecer parametros de normalidade em animais higidos, das espécies em questdo,
ainda ndo disponiveis na literatura, e posteriormente, detectar alterages na atividade enzimatica urindria de animais com suspeita de nefropatias tubulares.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no processo ensino-aprendizagem e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

Os exames complementares como a bioquimica sérica, hematologia e urinalise fornecem importantes informagdes para avaliacdo do estado clinico do animal,
monitoramento durante o tratamento, quando este é indicado, e progndstico da evolugdo da doenca.

Dentre os exames complementares, a gama glutamiltransferase (GGT) é uma enzima que tem sido destacada em inUmeros estudos. A GGT urinaria apresenta
concentragdo maxima nas células epiteliais dos tubulos contorcidos proximais e alga de Henle dos néfrons. Geralmente, quando ocorrem aumentos duas a trés vezes
superior ao valor basal indica lesdo no epitélio tubular, sendo por isso considerada um marcador precoce de dano tubular renal em cdes (UECHI et al., 1994; GRAUER &
LANE, 1997; CLEMO, 1998). Entretanto, esses mesmos parametros nédo foram ainda determinados em equideos higidos e ainda ndo se conhece como ou se estes se
alteram quando ocorrem afecgBes renais em animais dessas espécies.

Esse projeto auxiliara discentes da graduagdo em Medicina Veterinaria e poés-graduandos a melhor compreender o estado funcional dos rins de equideos a partir das
analises laboratoriais propostas.

Objetivos

Geral:
Estabelecer a atividade enziméatica da Gama Glutamiltranferase Urindria (GGTu) e determinar a UPC (relagdo proteina/creatinina) em equideos higidos.

Especificos:

Determinar a relagdo entre a atividade enziméatica da GGT e creatinina urinaria em equideos higidos;

Verificar a influéncia da densidade urinaria na atividade enzimatica de GGT e UPC em equideos higidos;

Correlacionar o perfil sérico e urinario de GGT, bem como, de outros parémetros relacionados a morfofuncionalidade renal em equideos higidos.

Metodologia

ANIMAIS E LOCAL DE ANALISES

Para este estudo, serdo utilizados 30 equideos higidos (10 equinos, 10 asininos e 10 muares) alocados ou atendidos no setor de grandes animais do Hospital Veterinario
Jerdnimo Dix-Huit Rosado Maia, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob os cuidados dos médicos veterinarios residentes e técnico, ou de
proprietarios particulares da regido.

O material coletado serd analisado no laboratério de Patologia Clinica situado no Hospital Veterindrio e no Laboratério Didatico de Patologia Clinica e Farmacologia Geral
da UFERSA.

EXAME FISICO

Os animais serdo avaliados em local apropriado, utilizando brete de contengdo. Serdo analisados os valores de frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia respiratéria (FR)
com auxilio de estetoscdpio, grau de desidratagdo por meio da avaliagdo da exsicose, tempo de preenchimento capilar (TPC) por pressdo na mucosa oral (gengiva) e
temperatura retal (TR) utilizando term6metro clinico digital.

COLETA DE SANGUE E URINA

Os animais serdo submetidos a venopungdo jugular para obtencdo de 10 ml de sangue, que serdo subdivididos em dois frascos, sendo: 5 ml no frasco contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para exame hematolégico e obtengdo de plasma e, 5 ml em frasco sem anticoagulante para obtengdo de soro.

Serdo coletados 10 ml de urina sendo este volume acondicionado em frascos estéreis apropriados. Os frascos serdo identificados e encaminhados ao laboratério.

ANALISE LABORATORIAL

As amostras de sangue obtidas em tubos com anticoagulante, serdo homogeneizadas em equipamento apropriado antes realizagdo das analises hematoldgicas.

As amostras obtidas em tubos sem anticoagulantes serdo submetidas a centrifugagdo durante 10 minutos a 3000 rpm. Ao término da centrifugagdo, o soro sera
removido e com auxilio de uma pipeta, aliquotados em microtubos para posterior analise bioquimica. Em soro serdo mensurados os parametros bioquimicos: ureia,
creatinina, AST, GGT e proteinograma.

No sangue total, além das andlises hematoldgicas que incluem eritrograma, leucograma, plaquetograma, serd determinado o teor de fibrinogénio. Serdo realizadas
contagens manuais, incluindo contagem global de hemacias, leucdcitos e plaquetas, determinagédo do hematdcrito e concentragdo de hemoglobina por
espectrofotometria.

A glicose sérica serd mensurada por meio de aparelho glicosimetro portétil. A partir dos valores obtidos para hemacias, hematdcrito e hemoglobina, serdo calculados os
indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

As contagens diferenciais de leucdcitos serdo realizadas em esfregagos sanguineos corados com pandtico rapido, enumerando-se 100 células e estabelecendo-se as
férmulas leucocitarias relativa e absoluta.

As andlises bioquimicas serdo realizadas em aparelho semiautomatizado utilizando kits comerciais especificos para determinagdo dos valores de ureia, creatinina, AST,
GGT e proteinograma.

A urindlise serd composta por avaliagdo fisica (cor, aspecto, turbidez, pH, densidade), quimica por meio de tiras reagentes e sedimentoscopia. A bioquimica urindria
determinara a relagdo proteina/creatinina (UPC) e atividade enzimatica de GGT (diluicdo de 1:25) através de kits comerciais especificos. Para apresentagdo dos valores
finais de GGT urindria serdo procedidos célculos para corregdo em fungdo da densidade urinaria.

ANALISE ESTATISTICA
Para analise estatistica, sera utilizado o teste comparagdo de médias, pelo método de Tukey. Permitindo comparar resultados de tratamento dos animais entre si. Se
ocorrer distribuigdo ndo-paramétrica dos dados. Os mesmos serdo analisados pelo Teste de Kruskaal-Wallis. A significancia adotada sera p<0,05.


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=899749&key=f20fb2f266dd68ea9a39dfaecae4ed7a
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Resumo

Em fungdo das dificuldades encontradas em alguns casos clinicos para a cicatrizagdo adequada de feridas, o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) caracteriza terapéutica
promissora para acelerar e estimular o processo de cura em lesdes cutaneas. Este tratamento consiste na utilizagdo de um concentrado de plaquetas obtido através da
centrifugagdo do sangue e posterior obtengdo de plasma do paciente, e possui as vantagens de estimular a cicatrizagdo, sem toxicidade, sendo inclusive incapaz de
promover imunorreagdo.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr ino-ap di e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

O interesse de desenvolver uma pesquisa nessa area esta na relevante casuistica de lesdes cutédneas em animais atendidos no Hospltal Veterindrio da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, e pelo fato de que as pesquisas que trazem o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) nas reparagdes teciduais, tém apresentado excelentes
resultados, além de tratar-se de uma alternativa de baixo custo e facil preparo.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto bioldgico, utilizado para a promogdo de melhor reparo tecidual, por meio dos fatores de crescimento presentes em sua
composigdo. Essa terapia possui diversas vantagens sobre os tratamentos convencionais, por proporcionar um tratamento personalizado, pouco invasivo e com
aceleragdo da recuperagéo funcional, além de oferecer baixo risco devido a sua natureza autéloga (Anitua et al., 2012; Textor e Tablin, 2013).

E um hemoderivado, utilizado terapeuticamente, de facil obtengdo, com boa relagdo custo/beneficio para se obter altas concentragdes de fatores de crescimento,
melhorando a reparagdo e regeneragdo de tecidos (Nikolidakis & Janses 2008). Adicionalmente tem sido bastante estudado na medicina equina, sendo empregado
principalmente em enfermidades como tendinite (Maia et al. 2009), desmite, osteoartrite (Carmona et al. 2009) e cicatrizagdo de feridas (De Rossi et al. 2009),
entretanto, ainda ndo foi estabelecido um protocolo padrdo para a sua obtencdo através da centrifugacdo do sangue total em todos os equideos.

As plaquetas armazenam fatores de crescimento, que sdo peptideos sinalizadores responsaveis pela regulagdo do metabolismo celular. Esta regulagdo ocorre pelas vias
de sinalizagdo intracelular através da interagdo com um complexo de receptores de superficie celular. Isto resultard no aumento da transcrigdo dos fatores e produgdo de
proteinas que desencadeiam a proliferagdo e diferenciagdo celular, além do aumento da produgdo da matriz extracelular (Dahlgren et al. 2001) e estimulam ainda a
angiogénese facilitando o processo de reparagdo tecidual (Bosch et al. 2011).

Por fim, foi elaborado um estudo prévio para aquisigdo de informagdes acerca dos diferentes protocolos e preparo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) em equinos e, com
base nessas referéncias, selecionou-se um desses protocolos, que deverd ser adotado neste estudo, sendo de relevéncia primordial para a execugdo do projeto, adema|s
o trabalho auxiliard discentes da graduagao em Medicina Veterinaria e pds-graduandos a melhor compreender o processo de cicatrizagéo de feridas cutdneas em
equideos com componentes do proprio individuo, a partir das analises laboratoriais propostas.

Objetivos

Geral:
Analisar a eficacia do PRP (Plasma Rico em Plaquetas) na cicatrizagdo de feridas cutaneas em equideos.

Especificos:

Tracar perfil epidemioldgico de dados dos animais atendidos no HOVET, com lesdes de pele, para estabelecer uma relagéo causal;
Determinar se os protocolos adotados para obtengdo de PRP, nos equinos, sdo eficazes para asininos e muares.

Observar se ha aceleragdo na reparagdo tecidual de lesGes cutdneas em todas as espécies de equideos quando se utiliza o PRP.

Metodologia

ANIMAIS E LOCAL DE ANALISES

Para este estudo, serédo utilizados equideos alocados ou atendidos no setor de grandes animais do Hospital Veterinario Jerénimo Dix-Huit Rosado Maia, da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob os cuidados dos médicos veterinarios residentes e corpo técnico. O material coletado sera analisado no laboratério de
Patologia Clinica situado no Hospital Veterindrio e Laboratério Didatico de Patologia Clinica e Farmacologia Geral da UFERSA.

Serdo utilizados, ao todo, vinte animais (n=20) divididos, de acordo com a casuistica de atendimento, e que possuam lesdes cuténeas, entre as espécies equina, asinina
e muar, para verificagdo da eficiéncia do PRP na melhor cicatrizag&o.

EXAME FISICO

Os animais serdo avaliados em local apropriado, utilizando brete de conteng&o. Serdo analisados os valores de frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia respiratéria (FR)
com auxilio de estetoscdpio, grau de desidratagdo por meio da avaliagdo da exsicose, tempo de preenchimento capilar (TPC) por pressdo na mucosa oral (gengiva) e
temperatura retal (TR) utilizando term6metro clinico digital.

COLETA DE SANGUE

Os animais serdo submetidos a venopungdo jugular para obtengdo de 30 ml de sangue total, por animal, que serdo subdivididos em seis frascos, contendo citrato de
sédio a 3,2%, para a centrifugagdo e obtengdo do plasma rico em plaquetas. Os frascos serdo |dent|f|cados e encaminhados ao laboratdério.

ANALISE LABORATORIAL

As amostras de sangue obtidas em tubos com citrato de sddio serdo levadas a centrifuga para a obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP).

Dentre os diversos tipos de anticoagulantes o citrato de sddio foi 0 escolhido por preservar a integridade da membrana das plaquetas, sendo o mais adequado no preparo
do PRP (Marx, R.E., 2000, Trindade-Suedam et al. 2007).

As amostras serdo obtidas em tubos com citrato de sddio e serdo submetidas a centrifugagéo, por dois momentos, e com forgas de centrifugagdo relativa (FCR)
diferentes. Com uma forga de 120g no primeiro momento, e 240g no segundo momento, ambos com duragdo de 5 minutos, levando em consideragdao que esse foi o
protocolo ideal para a obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP) mais concentrado e com a menor concentragéo de leucdcitos possivel, a fim de evitar seus efeitos
catabdlicos in vivo, em se comparado a outros protocolos, segundo Carmona et. al 2007.

Ao fim da primeira centrifugagdo sera descartado o botdo leucocitério e as hemacias sedimentadas e, ap6s cinco minutos de descanso ao abrigo da luz, o plasma
remanescente serd novamente centrifugado conforme a FCR e tempo estabelecidos no protocolo supracitado. Apés a segunda centrifugagdo serd descartado 50% do
plasma da porgdo superior, ou seja, plasma pobre em plaquetas (PPP). Sera realizada a quantificagdo em camara hematimétrica de Neubauer utilizando o liquido de
Brecher (Oxalato de aménio a 1%) como diluente para a contagem de plaquetas e liquido de Turk para a contagem de leucdcitos (Thrall, M.A., 2007).

ApOs o preparo sera realizada a aplicagdo do PRP, a cada trés dias, sobre a lesdo e estabelecido um protocolo padréo para tratamento dessas lesGes, que se aplicara a
todos os individuos. O acompanhamento e evolugéo da cicatrizagdo seréo devidamente registrados para posterior analise quanto a eficiéncia do tratamento com PRP.
ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, sera utilizado o teste comparagdo de médias. Permitindo comparar resultados de tratamento dos animais entre si. Se ocorrer distribuigdo ndo-
paramétrica dos dados, os mesmos serdo analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis. A significincia adotada serd p<0,05.
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Resumo

Exames complementares sdo ferramentas que fazem parte da rotina de atendimento de diversos animais. A realizagdo de exames para avaliar parametros bioquimicos e
hematoldgicos é essencial na avaliagdo do estado fisioldgico e determinagdo do diagndstico de diversas patologias durante a rotina clinica de Jiboias (Boa constrictor). A
presente pesquisa, justifica-se tendo em vista o aumento da demanda de atendimento desses animais no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, decorrente da insergdo dessa espécie na vida doméstica como pets, bem como o grande transito de animais resgatados em clinicas veterindrias. Para interpretar
corretamente os exames laboratoriais, deve-se ter conhecimento dos intervalos de referéncia previamente estabelecidos em individuos higidos da espécie em quest&o.
Assim, o objetivo principal deste projeto sera determinar intervalos de referéncia hematoldgicos e bioquimicos em Jiboias (Boa constrictor) do semiarido nordestino.

Introducgdo/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr

p e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

Répteis sdo animais que ndo explicitam, de forma nitida, os sinais clinicos das enfermidades que os acometem, sendo uma condigdo protetiva ao tdxon que muitas vezes
dificulta o diagndstico de patologias.

As andlises hematoldgicas e bioquimicas sdo exames laboratoriais normalmente requisitados e acessiveis a maioria dos médicos veterinarios. Com elas, é possivel
investigar varias causas possiveis de alterag@es fisioldgicas e, com isso, elucidar um diagndstico mais fidedigno. Se realizados adequadamente, os exames, e a correta
interpretagdo dos resultados, podem fornecer informagdes sobre o estado geral do animal, bem como, nortear estratégias terapéuticas (Thrall, M.A., 2007). Portanto, os
exames complementares sdo ferramentas para investigagdo do estado fisico geral dos animais que permitem também a analise da evolugdo clinica quando estes sdo
submetidos a alguma terapéutica.

A Jiboia (Boa constrictor) € um boideo de grande porte que pode atingir até 4,2 m de comprimento (Henderson, et. al 1995; Pizzatto et. al, 2009) e possui dieta
generalista, alimentando-se de lagartos, aves e mamiferos (Cunha & Nascimento, 1978; Quick et al., 2005; Pizzatto et al., 2009; Mesquita et al., 2013). Ndo possui
restrigbes de habitat, ocupando dominios morfoclimaticos diversos, como florestas tropicais, campos abertos, regides pantanosas e semiaridas, distribuindo-se ao longo
de 66 graus de latitude, com registro maximo em altitude de 1.500m (Henderson et al. 1995; Boback, 2005; Henderson e Powell, 2007).

Se levarmos em consideragdo o nimero reduzido de pesquisas envolvendo aspectos fisioldgicos de Boa constrictor (e.g. Rodrigues et al., 2015) e que a maioria dos
estudos sdo baseados em pequenas amostras (e.g. Clark e Marx, 1960), é possivel perceber que estudos direcionados para obter informag@es laboratoriais sanguineas
sdo escassos na literatura e se restringem a Jiboias mantidas em cativeiro (e.g. Schilligeer, et. al 2011; Lima et al., 2012).

De acordo com (Campbell; 2006), esses parametros sofrem variagdes em fungdo do estado nutricional, oscilagdo térmica e diversos outros fatores ambientais sendo
necessario estabelecer esses perfis laboratoriais, utilizando animais de diferentes habitats, para que futuramente os diagndsticos sejam realizados com maior precisdo.
Diante do exposto, o estabelecimento dessas referéncias acrescentardo vivéncias e conhecimentos relevantes a formagdo académica de alunos de graduagéo, pds-
graduagdo e residéncia em medicina veterinaria, além de auxiliar no melhor atendimento e diagndstico elaborados dos animais atendidos na regido nordeste (dominio
Caatinga), bem como pode, potencialmente, auxiliar e contribuir com outras pesquisas realizadas com a espécie.

Objetivos

Geral:
Determinar intervalos de referéncia hematoldgicos e bioquimicos em Jiboias (Boa constrictor) do Semidrido Nordestino.

Especificos:
Verificar a influéncia do sexo, idade ou habitat nos parédmetros hematoldgicos dos animais analisados.
Investigar a presenca de hemoparasitas a partir da andlise morfoldgica em esfregagos sanguineos.

Metodologia

PROCEDENCIA E ANIMAIS

Para essa pesquisa serdo utilizadas, trinta (n=30) serpentes da espécie Boa constrictor. Esses animais serdo provenientes de vida livre, capturados durante busca em seu
habitat natural (licenca SISBIO #57169-1), resgatados da zona urbana ou atendidos no setor de animais silvestres do Hospital Veterinario Jerénimo Dix-Huit Rosado da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

CONTENGAO, COLETA E ANALISE LABORATORIAL

As serpentes serdo contidas manualmente e com auxilio de ganchos apropriados ao manejo da espécie, por pessoas treinadas, de forma a evitar acidentes, garantindo a
seguranga dos manipuladores e bem-estar do animal.

Sera realizada uma Unica coleta sanguinea em cada serpente, pela pungdo das veias coccigeas caudais e palatinas. Serdo coletadas amostras de sangue total, seguindo
todas as recomendagdes de proporgéo corporal e limite para coleta de amostras dessa natureza, podendo esta ter um volume varidvel em fungdo do tamanho do animal.
O sangue coletado sera colocado em tubos contendo heparina para a realizagdo de exames hematoldgicos e bioquimicos. Um esfregaco, em lamina para microscopia,
sera realizado no momento da coleta sem que a amostra tenha contato com o anticoagulante, imediatamente fixado e corado com corante répido, a fim de preservar
caracteristicas morfoldgicas celulares.

Os parametros hematoldgicos de rotina serdo determinados manualmente e a analise bioquimica do plasma para quantificagdo de proteina total, glicose, acido Urico,
aspartato aminotransferase, creatinoquinase, calcio e fosforo realizada por espectrofotometria semiautomatica.

Durante a analise microscdpica do esfregaco sanguineo serd realizada a pesquisa e registro de quaisquer alteragdes morfoldgicas, bem como, investigagdo sobre a
ocorréncia de hemoparasitas.

EXAME FiSICO
Para minimizar variacdes laboratoriais, sera realizado o exame fisico, obtendo informagdes como peso, tamanho, sexo e escore corporal para garantir o estado de higidez
de todos os animais desta pesquisa.

ANALISE ESTATISTICA

Para testar a influéncia ontogenética sobre os parametros hematoldgicos, realizaremos Analises de Covariancia Multivariadas (MANCOVA), tendo os parametros
hematoldgicos como varidveis respostas, o tamanho corpéreo como variavel preditora e o sexo como co-variavel. As diferencas serdo consideradas significativas quando
p<0,05.
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Resumo

O uso de plantas com fins terapéuticos é uma pratica milenar derivada das experlenuas do cotidiano que tiveram alguma aplicabilidade no tratamento das mais diversas
moléstias em homens ou animais e foram assim transmitidas por meio das geracdes, perpetuando-se na cultura popular (ARAUJO; LEMOS, 2015).

Algumas dessas plantas despertam interesse progressivo por parte da comunidade cientifica devido as atividades bioldgicas presentes em seus compostos organicos.
Neles sdo encontradas substancias com potenual terapéutico, tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, lignanas, entre outros, objetos de incessantes
estudos, com o intuito de comprovar suas ag8es farmacolog|cas sugerindo aplicagdes em situaces que comprometem o estado de salide (ARAUJO et al., 2008).

E o caso da Cissampelos sympodialis Eichl., uma espécie da flora brasileira, pertencente a familia Memspermaceae que é encontrada desde o Ceara até o norte de Minas
Gerais, ocorrendo principalmente em areas de clima semi-arido. Essa espécie é conhecida popularmente como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-onga”e “abuteira”, cujas
folhas e raizes sdo empregadas na medicina popular no tratamento de doengas do aparelho respiratério, reumatismo e artrites (PORTO, 2008; CAVALCANTI et al., 2013;
DE SALES et al., 2018).

Estudos imunofarmacoldgicos com folhas de C. sympodialis demonstraram agdo imunomoduladora, anti-inflamatéria e broncodilatadora, com destaque para a warifteina,
um dos principais alcaloides presentes no extrato da C. sympodialis, que atua inibindo a produgdo de leucotrienos, fosfodiesterase e estimulando a interleucina-10,
demonstrando seu grande potencial para o tratamento da asma, uma doenga inflamatdria cronica caracterizada por obstrugdo ao fluxo aéreo, geralmente reversivel com
o uso de broncodilatadores (VIEIRA et al.,2018), caracteristica essa que a diferencia clinicamente da Doenga Pulmonar Obstrutiva crénica (DPOC).

Causada principalmente pelo tabagismo a fisiopatologia da DPOC se caracteriza pela redugdo do fluxo de ar através das vias aéreas, ndo totalmente reversivel, com
alargamento anormal e significativo dos espagos alveolares, remodelamento do parénquima pulmonar e uma resposta inflamatdria crénica com periodos de exacerbagéo.
Essas alteragbes manifestam-se clinicamente por meio de dispneia, tosse cronica, produgdo de muco e sibildncia (GOLD, 2017; MOURATO, 2018)

A DPOC é um grave problema de saude publica, e uma das principais causas de morbimortalidade no mundo, o que torna relevante a investigagdo da atividade bioldgica
do extrato da Cissampelos sympodialis na inflamagdo pulmonar induzida pela fumaga do cigarro, como potencial agente farmacoldgico que no futuro, pode apresentar
uma aplicabilidade profilatica e/ou terapéutica no tratamento de doengas do sistema respiratdrio associadas ao tabagismo como o enfisema pulmonar.

Introdugao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr i apr i e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

1. INTRODUGAO

O uso de plantas com fins terapéuticos é uma pratica milenar derivada das experlenC|as do cotidiano que tiveram alguma aplicabilidade no tratamento das mais diversas
moléstias em homens ou animais e foram assim transmitidas por meio das geragdes, perpetuando-se na cultura popular (ARAUJO; LEMOS, 2015).

Algumas dessas plantas despertam interesse progressivo por parte da comunidade cientifica devido as atividades bioldgicas presentes em seus compostos organicos.
Neles sdo encontradas substancias com potenC|aI terapéutico, tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, lignanas, entre outros, objetos de incessantes
estudos, com o intuito de comprovar suas agdes farmacologlcas sugerindo apllcagoes em situagdes que comprometem o estado de saude (ARAUJO et al., 2008).

E o caso da Cissampelos sympodialis Eichl., uma espécie da flora brasileira, pertencente a familia Menlspermaceae que é encontrada desde o Ceara até o norte de Minas
Gerais, ocorrendo principalmente em éreas de clima semi-arido. Essa espécie é conhecida popularmente como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-onga”e “abuteira”, cujas
folhas e raizes séo empregadas na medicina popular no tratamento de doengas do aparelho respiratério, reumatismo e artrites (PORTO, 2008; CAVALCANTI et al., 2013;
DE SALES et al., 2018).

Estudos imunofarmacoldgicos com folhas de C. sympodialis demonstraram acdo imunomoduladora, anti-inflamatéria e broncodilatadora, com destaque para a warifteina,
um dos principais alcaloides presentes no extrato da C. sympodialis, que atua inibindo a produgdo de leucotrienos, fosfodiesterase e estimulando a interleucina-10,
demonstrando seu grande potencial para o tratamento da asma, uma doenga inflamatdria cronica caracterizada por obstrugdo ao fluxo aéreo, geralmente reversivel com
o uso de broncodilatadores (VIEIRA et al.,2018), caracteristica essa que a diferencia clinicamente da Doenga Pulmonar Obstrutiva cronica (DPOC).

Causada principalmente pelo tabagismo a fisiopatologia da DPOC se caracteriza pela redugdo do fluxo de ar através das vias aéreas, ndo totalmente reversivel, com
alargamento anormal e significativo dos espagos alveolares, remodelamento do parénquima pulmonar e uma resposta inflamatéria crénica com periodos de exacerbagéo.
Essas alteragdes manifestam-se clinicamente por meio de dispneia, tosse cronica, produgédo de muco e sibildncia (GOLD, 2017; MOURATO, 2018)

A DPOC é um grave problema de satde publica, e uma das principais causas de morbimortalidade no mundo, o que torna relevante a investigagdo da atividade bioldgica
do extrato da Cissampelos sympodialis na inflamagdo pulmonar induzida pela fumaga do cigarro, como potencial agente farmacoldgico que no futuro, pode apresentar
uma aplicabilidade profilatica e/ou terapéutica no tratamento de doencas do sistema respiratdrio associadas ao tabagismo como o enfisema pulmonar.

Objetivos
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Caracterizar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante do extrato da Cissampelos sympodialis na inflamag&o pulmonar induzida por fumaga de cigarro em
camundongos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar a eficacia do extrato da Cissampelos sympodialis no remodelamento pulmonar em pulmdes de camundongos expostos a fumaga do cigarro;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato da Cissampelos sympodialis na inflamagdo pulmonar aguda e crénica induzida pela exposigdo a fumaga do cigarro;
Caracterizar a atividade do extrato da Cissampelos sympodialis como modulador do desequilibrio redox em pulm&es de camundongos expostos a fumaga do cigarro;
Identificar as possiveis vias através das quais o extrato da Cissampelos sympodialis apresenta seus efeitos bioldgicos na inflamagdo pulmonar aguda e crénica induzidas
pela fumaga do cigarro.

3. HIPOTESES

3.1.0 extrato da Cissampelos sympodialis possui atividade antinflamatéria sobre pulmdes de camundongos inflamados pela exposicdo a fumaca do cigarro.

3.2. O extrato da Cissampelos sympodialis possui atividade antioxidante sobre os pulm&es de camundongos inflamados pela exposigdo a fumaga do cigarro.

3.3. O extrato da Cissampelos sympodialis é capaz de modular a sinalizagdo para o remodelamento pulmonar a inflamag&o causada pela fumaga do cigarro
Metodologia

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Para execugé&o deste projeto, folhas de C. sympodialis serdo coletadas no horto do Centro de Biotecnologiana Universidade Federal da Paraiba. A identificagéo botanica
sera feita por comparagdo com a exsicata da espécie depositado no Herbario Prof Dr. Lauro Pires Xavier, em Agra 1456. As folhas serdo secas a 40 ° C, em estufa e,


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=900703&key=d708c81264325b8d5e3a5191210d34a3

posteriormente, pulverizadas em um moinho de facas e armazenadas protegidas da luz e da umidade.

4.2. Preparo do extrato
Cinquenta gramas de folhas em p6 serdo extraidas com 100 ml de etanol: dgua (80:20, v / v) por maceragdo por 24 h. O extrato sera filtrado e o filtrado serd evaporado
até a secura sob pressdo reduzida a 40° C com um evaporador rotativo.

4.3. Animais

Serdo utilizados 84 camundongos machos (C57BL/6) com oito semanas de idade, pesando entre 18-22 g. Os animais terdo livre acesso a dgua e comida em um
ambiente controlado entre 18 e 22°C e um ciclo claro/escuro (12/12 h). A pesquisa sera conduzida conforme as normas de bem-estar animal vigentes de acordo com o
CONCEA e com as normas de experimentagdo animal Lei 11.794, sendo previamente aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEUA).

4.4. Desenho experimental

Os procedimentos relativos a obtengdo dos extratos vegetais serdo realizados na Universidade Federal da Paraiba, enquanto aqueles relativos a avaliagdo do papel da
Cissampelos sympodialis na inflamag&o pulmonar aguda (IPA) e na inflamag&o pulmonar cronica (enfisema pulmonar) induzidas por fumaga de cigarro, serdo
desenvolvidos no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada (LABMORFA) do Departamento de Ciéncias Animais.

4.4.1. Estudo I - Modelo agudo

Para avaliar o efeito da Cissampelos sympodialis sobre a IPA, os animais serdo expostos a uma mistura de ar-fumaga de doze cigarros/dia durante cinco dias, e tratados
com Cissampelos sympodialis via inalatéria nas doses de 1, 10 ou 100mg/mL (VIEIRA, 2013).

Para tanto, os animais serdo agrupados da seguinte forma (n = 7 por grupo):

a) Controle: exposto apenas ao ar ambiente e tratado com solugdo salina durante 5 dias;

b) IFC: exposto a fumaga do cigarro durante 5 dias e tratado com solug&o salina durante 5 dias;

c) IFC+1mg: exposto a fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com Cissampelos sympodialis (1 mg/mL) durante 5 dias;

d) IFC+10mg: exposto a fumaga do cigarro durante 5 dias e tratado com Cissampelossympodialis(10 mg/mL) durante 5 dias;

e) IFC+100mg: exposto a fumaca do cigarro durante 5 dias e tratado com Cissampelos sympodialis (100 mg/mL) durante 5 dias;

4.4.2.Estudo II - Modelo cronico - Enfisema pulmonar

Com o objetivo de avaliar o efeito da Cissampelos sympodialis no enfisema pulmonar, inicialmente os animais serdo expostos a uma mistura de ar-fumaga de doze
cigarros/dia durante 60 dias e somente apds o estabelecimento do enfisema pulmonar os animais serdo tratados com Cissampelos sympodialis via inalatéria nas doses
de 10 ou 100mg/mL durante 60 dias adicionais.

Para este fim, os animais serdo divididos cinco grupos (n = 7 por grupo):

a) Controle: exposto apenas ao ar ambiente e tratado com solugdo salina durante 60 dias;

b) IFCR: exposto a fumaga do cigarro durante 60 dias e tratado com solug&o salina;

c) IFCR+C. Sympodialis: exposto a fumaga do cigarro durante 60 dias e tratado com Cissampelos sympodialis (dose a ser estabelecida pelo estudo agudo - IPA) durante
60 dias;

d) IFCR+Dexa: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e tratado com dexametasona (0,1 mg/mL) via inalatéria durante 60 dias;

e) IFCR+NAC (600 mg/mL): exposto a fumaga do cigarro durante 60 dias e tratado com N-acetilcisteina (600 mg/mL) via oral durante 60 dias;

Para avaliar a permanéncia do enfisema mesmo apos 120 dias, dois grupos em paralelo serdo avaliados quanto aos aspectos morfoldgicos e estereoldgicos.

f) IFCR 60d: exposto a fumaca do cigarro durante 60 dias e sacrificado no dia 61, sem passar por nenhuma forma de tratamento;

g) IFCR 120d: exposto a fumaga do cigarro durante 60 dias e sacrificado no dia 121, sem passar por nenhuma forma de tratamento;

4.5. Exposigdo a fumaga do cigarro

A exposicdo a fumagca de cigarro seguird o modelo descrito por Valenga e Porto (2008). Para tanto, os animais serdo colocados em uma camara de inalagdo (40 cm de
comprimento, 30 cm de largura e 25 cm de altura), que serd alocada dentro de uma capela de exaustdo.

Os grupos serdo expostos a mistura de ar-fumaca de cigarros comerciais (10 mg alcatrdo, 0,8 mg de nicotina e 10 mg de mondxido de carbono) (MENEGALI et al., 2009;
VALENCA E PORTO, 2008) por dia de acordo com os protocolos descritos nos itens 4.4.1 e 4.4.2.

Para isso, um cigarro serad encaixado na ponta de uma seringa plastica de 60 mL e, apds aceso o émbolo da seringa serd puxado e a fumaca sera tragada para o interior
da seringa estabelecendo o jato de fumaga. Na sequéncia a fumaca contida na seringa serd injetada na cdmara de inalagéo através de um orificio. Os animais serdo
mantidos nessa condigdo de ar de fumo durante seis minutos/cigarro. Apds esse tempo, a cdmara sera aberta pela remogdo da sua parte superior e a fumaca sera
expelida pela agdo de um exaustor. Assim permanecerdo por um periodo de um minuto.

Esta exposigdo a fumaga do cigarro sera repetida trés vezes/dia, sendo quatro cigarros no periodo da manhd, quatro cigarros ao meio-dia e quatro cigarros ao fim da
tarde, totalizando doze cigarros/dia para cada grupo, com no maximo 72 minutos de exposicdo a fumaca por dia.

4.7. Procedimentos experimentais

Vinte e quatro horas apds o tempo estabelecido para cada modelo (5 dias para o Estudo I e 120 dias para o Estudo II) os animais serdo eutanasiados para coleta do
material bioldgico.

a) Lavado broncoalveolar

No Estudo I, imediatamente apds a eutandsia os animais terdo a traqueia canulada em sua porgdo ventral e os pulmdes serdo lavados com 1,5 mL de solugdo salina (3 x
0,5 mL) para coleta do lavado broncoalveolar (BAL). Ao final desse procedimento para todos os grupos os microtubos de centrifugagdo contendo o BAL serdo
centrifugados a 600 g durante 10 minutos e o sobrenadante sera coletado e estocado em freezer (-20 °C) para posterior andlise, enquanto a fragdo celular sedimentada
serd utilizada para dosagem de ROS.

b) Processamento tecidual

ApOs a coleta do BAL ou ndo (quando se trata do Estudo II) o térax do animal serd aberto por uma incisdo ventral no sentido cranio-caudal e o ventriculo cardiaco direito
serda perfundido com solugdo salina visando a remog&o de sangue contido nos vasos sanguineos pulmonares. Na sequéncia, o pulm&o esquerdo sera removido e
imediatamente transferido para solugdo fixadora de paraformaldeido 4% tamponado com fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4 a 4 oC, por até 72 horas para analise histoldgica.
O pulmdo direito serd removido e armazenado em tubos devidamente identificados e mantidos em gelo picado e em seguida seréa homogeneizado (homogeneizador Nova
técnica mod. NT136, Piracicaba, Brasil). Para tal, parte desse fragmento sera colocado em um potter contendo 1mL de tampéo fosfato de potassio (KPE) com pH
ajustado para 7,5. O homogeneizado serd entdo centrifugado a 600 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante sera coletado e o volume final ajustado para 1,5 mL com
tampéo KPE. Tais amostras serdo armazenadas em freezer - 80° C para realizagdo dos ensaios bioquimicos posteriormente. O outro fragmento do pulmdo direito seguirad
os mesmos padroes de homogeneizagdo, entretanto, homogeneizado com tampéo de lise (PBS com coquetel de inibidor de protease livre de EDTA (Sigma-Aldrich S8830)
e Triton X100) para utilizagdo nos ensaios de ELISA ou Western blotting.

c) Dosagem de proteina

A dosagem de proteina sera realizada em amostras de homogeneizados pulmonares e no lavado broncoalveolar através do Método de Bradford (BRADFORD, 1976). As
amostras serdo adicionadas a placa de 96 pogos em duplicata e homogeneizada em solugdo de Bradford para reagir com o corante azul de brilhante de coomassie
presente nessa solugdo e que se ligam as proteinas em meio acido, gerando coloragdo azulada. Para dosagem serdo utilizados 10 pL de BAL de cada amostra e 1uL de
homogeneizado. Em paralelo, uma curva padrdo sera produzida, utilizando diferentes concentrages de albumina tendo como ponto mais concentrado 1 mg/mL. Essa
reagdo gera coloragdo azulada e sera lida em leitor de Elisa a 595 nm. Os valores serdo expressos em mg/mL.

d) Espécies reativas de oxigénio (ROS)

Serd utilizado um método que se baseia na reagdo do sal azul de nitro-tetrazélio (NBT) com as espécies reativas de oxigénio. Apds centrifugagdo do BAL e coletado o
sobrenadante, as células do centrifugado serdo ressuspendidas em 100 pL de KPE e em seguida sera adicionado 100 pL de NBT (0,1%) antes de incuba-las a 37 °C em
estufa por 1h. Em seguida o pellet serd lavado por 3 vezes em PBS e ressuspendido em solugdo de KOH 2M contendo DMSO (dimetilsulféxido). Essa mistura sera
plaqueada em duplicata na placa de 96 pogos e lida em leitor de Elisa a 630 nm. O resultado serd expresso em pg de formazan/volume de células.

e) Atividade da superdxido dismutase (SOD)

Homogeneizados pulmonares serdo utilizados nesse ensaio baseando-se na metodologia descrita por Bannister e Calabrese (1987). A atividade enzimatica da SOD sera
estimada por inibigdo da auto-oxidagdo da adrenalina. Para tanto, 1,2 ou 4uL da amostra serdo homoegeneizadas em tampao glicina (50 mM, pH 10,2) e em seguida 2
UL de catalase (2,4 mg/mL) serdo adicionados seguido de 4 pL de epinefrina (2 uM; com HCI), perfazendo um volume final para 200 pL. A mistura serd homogeneizada
em placa de 96 pogos em monocata e lida a 480 nm durante 180 segundos com intervalos de 10 segundos. A atividade enzimatica da SOD serad expressa em U/mg de

proteina.

f) Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase serd mensurada em homogeneizados pulmonares segundo o método descrito por Aebi (1984). Para realizacdo do ensaio, 3uL de amostra do
homogeneizado pulmonar serd adicionado a placa de 96 pogos de baixa absorbancia em monocata. Em seguida serdo adicionados 97 uL de um Mix (tampéo fosfato 0,1
M e pH 7,3 com peroxido de hidrogénio 30%) e homoegeneizados. A mistura serad imediatamente lida a 240 nm durante 60 segundos com intervalo de 30 segundos. A
atividade enzimatica da CAT serd expressa em U/mg de proteina.

g) Atividade mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO também serd mensurada em homogeneizado pulmonar. Para tanto, 100 pL da amostra serd centrifugada com 900 pL de hexadeciltrimetilamonio
bromidrico (HTAB) 0,5% a 11.000 g por 15 minutos. Em seguida, 75 pL do sobrenadante sera incubado com 5uL de 3,3'5,5'- tetrametilbenzidina (TMB) 20 mM durante 5
minutos a 37 °C. Posteriormente, essa mistura sera incubada com 50 pL de perdxido de hidrogénio (H202) 30% por 10 minutos também a 37 °C, seguido de adigdo de
125 L de acetato de sédio (NaOAc) 0,5 M, pH 5,0. Entéo, o produto da reagdo serd lido em leitor de Elisa a 630 nm. Os niveis de MPO serdo expressos em U/mg de
proteina.

h) Atividade da glutationa reduzida (GSH)



Niveis de glutationa reduzida (GSH) ser&o dosados pela sua reagdo com o acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenoico) (DTNB), na qual a taxa de produgdo de TNB é proporcional
a concentragdo inicial de GSH na amostra.

Para essa analise aliquotas de homogeneizado pulmonar imediatamente apds serem homogeneizadas em KPE serdo tratadas com acido sulfassalicilico na proporgdo de
1:1 e centrifugadas a 2.000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 10 pL do sobrenadante serdo homogeneizados com 75 pL de tamp&o fosfato de potdssio, seguido da
adigdo de 6pL de DTNB, 6 pL de glutationa redutase e 6 pL de nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato (NADPH), em placa de 96 pogos. Essa mistura terad imediata
leitura da absorbancia que serd mensurada a 412 nm durante 120 segundos com intervalos de 30 segundos.

i) Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Esse ensaio avalia o dano oxidativo através da geragdo de malondialdeido (MDA) usando o método descrito por Draper e colaboradores (1990). Homogeneizados
pulmonares serdo desproteinizados pela adigdo de 200 pL de &cido tricloracético 10% por amostra e centrifugado a 2.200 g durante 10 minutos. Em seguida, 200 pL do
sobrenadante serdo homogeneizados com 200 pL de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,67%.

A mistura sera aquecida durante 10 minutos a 100°C e em seguida resfriada em temperatura ambiente por 15 minutos. Apds resfriadas, as amostras serdo plaqueadas
em placas de 96 pogos em duplicata. Uma curva padrdo sera confeccionada utilizando TMP (0,625 a 100 puM)) como padrdo. O resultado da reagdo gera uma solugdo de
cor résea e lida a 532 nm em leitor de Elisa. O resultado serd expresso em nMol/mg de proteina.

j) Dosagem de citocinas

A dosagem de TNF-q, IL-1B, IL-6, KC e TGF-B1 serd realizada pelo método de ELISA utilizando o BAL ou o homogeneizado pulmonar. O ensaio seguird instrugdes do
fabricante (Peprotech, Rocky Hill, New Jersey, USA). As placas serdo pré-tratadas com adigdo do anticorpo de captura (100 pl) diluido em PBS e deixadas em
temperatura ambiente “overnight”. No dia seguinte, apds trés lavagens com tampédo de lavagem (PBS+tween 20 0,05%) sera realizado o bloqueio pela adigdo de 100 pl
de PBS + BSA (albumina sérica bovina) 1% por 1h. Em seguida, mais trés lavagens serdo realizadas e entdo 100 pl de cada amostra de BAL ou homogeneizado
pulmonar serdo adicionadas aos pogos em duplicata e assim permanecerdo por 2 horas. Em seguida, mais trés lavagens ser&o realizadas e entdo adicionado o anticorpo
de detecgdo (100 pl) por mais 2h. Apds esse tempo, trés lavagens serdo realizadas e serd adicionado a avidina peroxidase (Sigma Aldrich, 1 mg/mL) a qual ficara
incubada por 30 minutos, seguido de trés lavagens. Apos essa etapa o-fenilenodiaminadihidrocloreto (OPD) sera diluido em tamp&o citrato (1:9) e adicionado 100 pl por
pogo. Apods a adigéo do OPD se aguarda até que a reagdo ocorra e uma cor amarelada seja observada nos pogos. Ap6s aproximadamente 30 minutos a reagdo sera
parada pela adigdo de 100 pl de acido sulfurico (1N). Uma curva padrdo com a proteina investigada serd realizada com sete pontos de concentragdes diferentes. Apds a
reagdo enzimatica ser interrompida a placa sera lida a 690 nm em leitor de microplacas. Os valores serdo expressos em pg/mL ou em pg/mg de proteina.
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Resumo

O Semidarido brasileiro ocupa uma parcela relevante da Regido Nordeste do Brasil, onde
as adversidades ambientais provocam sérias limitagdes no processo produtivo das
populagbes, desse modo agbes que ressaltem estrategicamente sua importancia e o
desenvolvimento de pesquisas que fornegam informagdes acerca de animais de
produgdo, visando o desenvolvimento cientifico, tecnolégico e sustentabilidade desse
ambiente deve ser sempre objeto de agdes publicas. Os catetos sdo animais silvestres
cujo status junto a IUCN foi modificado recentemente gragas sua criagdo em cativeiro
no modelo semi extensivo, pois com essa agdo foi possivel aumentar o nimero de
individuos em basicamente todas as regides do Pais. Atento a estas questdes e a
importéncia que a espécie pode vir a ter para a produgdo animal, identificou-se que
junto com nossas pesquisas outros pesquisadores tém desenvolvido pesquisas acerca de
aspectos morfofuncionais e reprodutivos com a espécie, motivo que nos levou a optar
por trabalhar com o sistema reprodutor feminino desses animais, considerando aspectos
relativos a alteragdes na matriz extracelular, placentag@o e desenvolvimento
embrionario, ndo descartando ao longo da realizagdo do experimento, a oportunidade de
obter dados macroscopicos importantes sobre cada estrutura reprodutiva, além de
oportunamente descrever o desenvolvimento embrionario até os 60 dias de gestagdo.
Para tanto, a presente proposta serad executada considerando-se trés etapas distintas,
embora ndo dissociadas (Extragdo de glicosaminoglicanos, placentagdo e
desenvolvimento embrionario). Os animais dos quais se pretende avaliar os
glicosaminoglicanos em fungdo das fases do ciclo estral serdo submetidos a citologia
vaginal didria e com base na fase do ciclo estral serdo adotados procedimentos de
coletas. Ja para os animais em que buscar-se-a avaliar os glicosaminoglicanos em
fungdo das idades gestacionais, esses serdo submetidos a protocolo de sincronizagédo do
cio e as coletas serdo realizadas observando-se as fases de gestagdo. Nos dois
procedimentos serdo coletados fragmentos de vagina, cérvix, tuba uterina, Utero,
enquanto fragmentos de placenta e os embries serdo coletados apenas nas fémeas
prenhas. Quanto aos glicosaminoglicanos ser&o coletados fragmentos de vagina, cérvix,
tuba uterina, Utero e placenta destinados ao processamento para imunohistoquimica dos
glicosaminoglicanos dos 6rgdos reprodutivos nas fases do ciclo estral e idades
gestacionais. Além disto, serdo processadas amostras destas mesmas estruturas para
extragdo, identificagdo e caracterizagéo dos polissacarideos, conforme técnicas descritas
no item referente a Metodologia. Ja quanto a placentag&o serdo coletados fragmentos da
placenta e demais anexos fetais para analises sob microscopia de luz convencional e
imunohistoquimica, microscopia eletrénica de transmisséo e microscopia eletrénica de
varredura, posteriormente as analises macroscopicas de morfometria. Em relagdo ao
desenvolvimento embrionario, apds descrigdo morfoldgica e morfometria os mesmos
serdo processados com base em técnicas de microscopia luz convencional de modo que
se possa descrever a organogénese em fungdo das idades definida na metodologia. Com
a execugdo da presente proposta espera-se fornecer subsidios importantes para
utilizagdo na clinica veterinaria, para a biologia da conservagdo da espécie, formar
recursos humanos em nivel de graduag&o e de pds-graduagdo na area de medicina
veterinaria e, sobre tudo contribuir com informagdes acerca dos catetos (Pecari tajacu), Uteis ao seu manejo zootécnico e de preservagdo, ja que tem sido imbuidos
esforgos de

6rgdos governamentais e ndo governamentais visando a preservagdo da espécie e
consequentemente melhorar o status de sobrevivéncia da populagdo da mesma nos
diferentes biomas brasileiros.

Introdugdo/Justificativa

(incluindo os beneficios esperados no pr ino-ap di e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)
1 INTRODUGAO E QUALIFICACAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER
ABORDADO

1.1 CARACTERIZAGAO DOS CATETOS (Pecari tajacu)

A fauna silvestre brasileira é definida pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente

como espécies autdctone, migratéria ou qualquer outra aquatica ou ndo, que tenha todo
ou parte de seu ciclo de vida ocorrendo dentro dos limites do territdrio brasileiro ou em
aguas jurisdicionalmente pertencentes ao Brasil (BRASIL, 1967, Art. 1°). Dentre os
integrantes dessa fauna encontra-se o Pecari Tajacu, espécie objeto da proposta de
pesquisa largamente utilizado em pesquisas com reprodugao e morfologia, a exemplo de
outras espécies.

Os catetos sdo mamiferos Cetartiodactyla, ordem que reuni a antiga ordem dos
cetdceos (Cetacea) e artiodatilos (Artiodactyla). Pertencem a familia Tayassuidae se
considerado o que descreve Grubb, (2005), quanto aos clados e sdo nativos das
Américas, distribuindo-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina,
conforme Altrichter et al., (2018).

Sobre o que se observa da espécie é possivel destacar que a pele é coberta por

pelos asperos com tonalidade variando entre preto e branco que d&o aos animais um
aspecto de cor que varia entre preto e cinza. Os individuos possuem cabega
relativamente grande, com focinho curto e o pescogo € pouco evidente. A cauda é curta
e 0s membros tordacicos e pélvicos possuem quatro e trés digitos, respectivamente.
Contudo, ndo sdo caracteristicas preponderantes na identificagdo dos mesmos, uma
faixa esbranquigada que se estende do pescogo as bochechas e ainda a presenga de uma
gléndula dorsal que secreta uma secregdo palida utilizada na demarcagdo dos individuos
que compdem 0s grupos sociais.

Segundo Nowak e Paradiso (1983), os catetos sdo animais com peso variando

entre 14 a 30kg, com membros delgados e a cabega relativamente grande em relagdo ao


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=900709&key=476f4cd285b6e691c5f91c0b2b150562

restante do corpo. Apresentam orelhas e olhos pequenos, nariz em forma de tromba,
cauda curta e dentes caninos maxilares bem desenvolvidos e dirigidos para baixo e, que
de acordo com (SOWLS, 1997) a presenga de dimorfismo estd associada a apenas a
visualizag&o do escroto nos machos, quando observados a curta distancia. Nossa
experiéncia com estes animais permite inferir ainda que as fémeas possuem gestacdo
que corresponde a um periodo entre 138 e 146 dias e com média de um a dois filhotes,
mas que ndo € rara a parigdo de trés filhotes, sendo que neste Ultimo caso um deles é
rejeitado pela méae (Grifos nossos). Do ponto de vista bioldgico os catetos sdo considerados individuos importantes
ecologicamente, pois s&o onivoros e dentre os seus itens de dieta encontra-se o habito de
ingerir sementes, sendo em razdo disto considerados dispersores de sementes, o que
pode representar uma ameaga ao equilibrio dos ecossistemas (WRIGHT; DUBER,

2001). Este aspecto tem levado a que alguns pesquisadores defendem a criagdo de
animais silvestres em cativeiro como ferramenta para preservagdo do ambiente e das
espécies (MIRANDA et al., 2010), evitando, desta forma, a caga predatoéria, o trafico de
animais silvestres e o desmatamento causado por outras atividades mais tradicionais,
como a bovinocultura, além de servir como alternativa para a diversificacdo da
produgdo e renda para produtores rurais (SANTOS et al., 2009).

Também é importante considerar que, estes animais tém sido citados como a

unica fonte protéica de origem animal para muitas populages, ribeirinhas, indigenas e
colonos da regido amazénica segundo o que descreve Parry; Barlow; Peres (2009), o
que reforga o entendimento de pesquisadores quanto a ser estimulada a criagdo de
animais silvestres em cativeiro.

Assim, se considerado o porte, as caracteristicas reprodutivas, os habitos

alimentares e comportamentais e a qualidade da carne, pesquisas envolvendo manejo
reprodutivo, manejo alimentar e aspectos morfofuncionais visando o desenvolvimento
de modelos sustentaveis de criagdo em cativeiro e modelos para o desenvolvimento de
biotécnicas reprodutivas poderiam potencializar a criagdo de catetos de forma
sustentavel, que motiva o desenvolvimento de nossa proposta.

1.2 CONSIDERAGOES SOBRE OS GLICOSAMINOGLICANOS

Os glicosaminoglicanos (GAGs), sdo polimeros de cadeia longa, néo flexiveis e

ndo ramificadas, que do ponto de vista funcional sdo importantes, especialmente, por
serem componentes da matriz extracelular dos tecidos conjuntivos, entre outros. Os
mesmos participam de grande nimero de fungdes celulares, a exemplo da formagéo de
géis, formacdo de filtros de moléculas, estabelecimento de gradientes moleculares e
estimulagdo de processos de migragdo e desopressédo celular através da matriz
extracelular. Estas macromoléculas estdo presentes em diversos tecidos, podendo ser
encontrados livres ou ligados a determinadas proteinas presente nos tecidos sob a forma
de proteoglicanos. Existem diversos tipos de GAGs, tais como condroitin sulfato,
heparan sulfato, que juntamente com o acido hialurénico comp&em a superficie das
celulares, membranas basais e epitélios, a placenta, além do plasma sanguineo e urina.
Estas pertencem ao grupo dos heteropolissacarideos, estéo distribuidas

amplamente formando uma estrutura basica de unidades dissacaridicas repetitivas com
hexosamina, ligadas a molécula de aglcar ndo-nitrogenada, acido hiaurdnico e em
determinados casos apresenta-se ligado a outros compostos, normalmente ligados
covalentemente a proteinas formando os proteoglicanos, com excegdo das moléculas de
acido hialurénico, no qual, encontram-se livres nos tecidos. Os GAGs estdo presentes
em todas as células de animais, mas apresentando diferengas estruturais dependendo do
tecido e ou organismo de origem (KJELLEN e LINDAHL, 1991; BERTO et al., 2001).

Sua presenga na matriz extracelular resulta principalmente do metabolismo celular e
tem como finalidade organizar estruturalmente essa matriz, a quem confere elasticidade,
tonus e adesdo.

Bellaiche et al., (1998); Lin et al., (2000) e Kitagawa et al., (2007) descrevem

que os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos lineares integrantes da matriz
extracelular de todas as células de metazoarias com relagdo importante no processo de desenvolvimento embriondrio dos invertebrados e vertebrados que se forem
modificados podem promover defeitos graves no embrido ou mesmo leva-lo a morte.
Sun et al., (2016) considera que a matriz extracelular tem um papel central na
mediagdo da comunicagdo entre células animais e, que esta comunicagdo se dar por
meio de um conjunto de mecanismos e fatores sobre os quais interagem os
glicosaminoglicanos, particularmente o sulfato de heparan, o dermatan sulfato e o
condroitin sulfato.

A matriz extracelular tecidual € um complexo material constituido por proteinas
fibrosas e substancia fundamental representada pelos glicosaminoglicanos secretados
pelas células. Essa matriz extracelular modula comportamentos celulares e dente eles
propiciam os processos de adesdo entre células. (BEACHLEY et al., 2018).

Cubas et al., (2010) estudando a concentragdo de glicosaminoglicanos no utero

de ratos ovario ectomizados e tratados com progesterona e estradiol, descreve ao
quantificar o acido hialurdnico, sulfato de condroitin e o sulfato de dermatan que as
concentragdes dessas substancias variam entre os grupos em fungdo do tipo de
horménio com os quais os animais foram tratados, indicando que as concentragdes de
glicosaminoglicanos tendem a diminuir caso as estruturas hormonais deixem de
desempenhar sua fungdo adequadamente.

As alteragdes na concentragdo desses Gags mostram-se tdo significativos que a

matriz extracelular passa a ser modificado ao ponto de permitir que se observe
alteragdes na estrutura tecidual.

Prydz (2015) descreve que os glicosaminoglicanos podem ser proteinas

glicosiladas de importancia bioldgica & nivel de superficie celulares, na matriz
extracelular e na circulagdo, que se formam em vias secretoras dos animais. No caso dos
proteoglicanos, durante o transporte, um grupo protéico liga-se a uma ao mais cadeias
do glicosaminoglicano formando os proteoglicanos, que passam a denominados sulfato
de heparan, sulfato de condroitina, dermatan sulfato ou acido hialurdénico em fungdo do
local e tipo de grupo protéico ligante.

Torres et al., (2018) descreve que os glicosaminoglicanos podem regular a

proliferacdo celular, a invasdo e migracdo celular e ainda a angiogénese em micro
ambientes propicio a metastase tumoral. Além deste citam que os glicosaminoglicanos
sdo componentes da matriz extracelular que compreendem uma complexa classe de
compostos sulfatados representados pelo condroitin, dermatan e heparan, entre outros.
Sabe-se que hormonios estrogénicos e progesterona atuam sobre estas moléculas
glicanas promovendo alteragdes na matriz extracelular seja nivel de ovario, Utero, cérvix
ou vagina durante as diferentes etapas reprodutivas, pois as variagdes nas concentragdes
glicosaminoglicanos afetem diretamente a organizagdo da matriz extracelular e
consequentemente a estrutura tecidual.

Sob o efeito dos hormdnios os glicosaminoglicanos atuam sobre diversas

fungBes bioldgicas como adesdo, migragdo e proliferagdo celular, secregdo de proteinas
e expressdo génica, atuando como organizadores celulares e na maturagdo de tecidos
especializados (DIETRICH, 1984). Estes também contribuem para a estrutura e as
propriedades de permeabilidade do tecido conjuntivo, agem como guia para enzimas e
fatores de crescimento tanto na matriz quanto na superficie das células, estando direta
ou indiretamente envolvidos com a formag&o de tumores, metdastases, reagbes
imunoldgicas, desenvolvimento folicular, infertilidade e angiogénese e, ainda ao
adequado desenvolvimento fetal (ESKO, 1991; CECHOWSKA-PASKO et al., 1996).

Por sua vez, o crescimento vascular que acompanha o desenvolvimento da placenta
provoca um aumento no fluxo sanguineo neste 6rgéo, resulta dessas substancias e, representam fator determinante para o desenvolvimento fetal (REYNOLDS; REDMER,
1995; REYNOLDS; REDMER, 2001). Ha de se ressaltar que niveis elevados de GAGs

ao final da gestagdo, acarretam uma vascularizagdo irregular e por conseguinte um
desenvolvimento fetal andmalo. Além desta situagdo, o aumento da resisténcia vascular
uterina ou um fluxo sanguineo uterino diminuido podem ser usados como apontadores
de gestagdes de risco, estando associados com o retardo no crescimento fetal
(TRUDINGER et al., 1985; NORTH et al., 1994; HARRINGTON et al., 1997).

Acredita-se que os GAGs desempenhem papéis essenciais na determinagdo de

algumas propriedades fisico-quimicas do tecido placentario, especialmente por atuarem
no transporte de substancias entre as circulagdes materna e fetal. Entretanto, o



envolvimento dos GAGs neste processo ainda ndo foram completamente elucidados,
sendo necessario estudos em outras espécies que permitam elucidar a agdo dos
horménios esteroides (estrogénio e progesterona) sobre os componentes da matriz
extracelular ao longo do ciclo estral e assim melhor compreender algumas patologias do
trato reprodutivo e anormalidades no desenvolvimento fetal.

No tecido uterino, é possivel observar que a presencga dos glicosaminoglicanos

longo do ciclo estral nos animais, onde durante o estro, pode-se aumento na
concentragdo destas moléculas, pois 0 aumento em sua concentragdo auxilia na
capacitagdo espermatica. E a sua concentragdo também apresenta concentragdo diferente
ao longo de gestagdo, isto pode estar relacionado a suas fungdes fisioldgicas no tecido.
Estas moléculas promovem o reconhecimento celular, migragdo, adeséo, proliferacdo e
diferenciagdo das células, estando diretamente ligadas com o aparecimento de tumores,
reagdes imunoldgicas, assim como no desenvolvimento folicular e na infertilidade
(DIETRICH, 1984; NASCIUTTI et al., 2006).

No estro, observa-se aumento dos GAGs sulfatados, em especial, do sulfato de
condroitin e do sulfato de dermatan isso auxiliando na capacitacdo espermatica, além
disso esse aumento durante esta fase promove o desenvolvimento do tecido uterino,
além de auxiliar no processo de implantagdo embrionaria. Enquanto na fase
progesteronica verifica-se um ligeiro aumento do sulfato de heparan. (GOMES et al.,
2007; CUBAS et al., 2010). No entanto, durante a gestagdo, observa-se uma diminuicdo
nos niveis de acido hialurdnico, mas observando o seu aumento significativo momentos
que antecede o parto (GOLICHOWSKI; KING e MASCARO, 1980; EL MARADNY

et al.,, 1997). 3

Segundo (LEE et al., 1973; GOMES et al., 2007; FELDNER JUNIOR et al,

2008), os principais fatores associados ao surgimento de tumores estavam relacionados
somente a alteragdes nas proprias células. Contudo com o desenvolvimento das técnicas
de biologia molecular, passou-se a analisar a relagdo entre as células e o seu meio, a
matriz extracelular e em fungédo disto, varios autores voltaram sua atengdo para alguns
componentes dessa matriz, em especial os glicosaminoglicanos (GAGs). A matriz
extracelular é composta por um conjunto de agregados, constituidos por uma rede
molecular contendo coldgeno, glicoproteinas, proteoglicanos e GAGSs, responsaveis por
manter as células associadas, possibilitando a organizag&o dos tecidos e a sobrevivéncia
das células (KRESSE; SCHONHER, 2001; HEINEGARD, 2009). Muitas evidéncias

indicam que os proteoglicanos e GAGs, bem como as proteinas de ades&do apresentam
um notdvel efeito sobre o comportamento celular, influenciando em sua proliferagédo e
diferenciagdo.

Kjellen e Lindahl (1991) e Merle et al., (1999) descrevem que estes compostos

sdo componentes da superficie celular e da matriz extracelular, interagindo com
coladgenos, laminina e a fibronectina, além de determinados fatores de crescimento. A interagdo dos componentes da matriz extracelular com os proteoglicanos podem
afetar o

crescimento celular, adeséo e a diferenciagdo das células, no qual as suas fungbes séo
dependentes da cadeia lateral dos glicosaminoglicanos. Esta capacidade de ligagdo das
proteinas com os GAGs reflete no funcionamento do organismo, tais como a ligagdo de
enzimas com a lipoproteina lipase, proteinas extracelulares, fatores de crescimento e
proteinas da matriz extracelular

Os glicosaminoglicanos (GAGs), que estdo presentes em diversos tecidos,

podendo ser encontrados livres ou ligados a determinadas proteinas presente nos tecidos
sob a forma de proteoglicanos. Existem diversos tipos de GAGs, tais como, acido
hialurénico, heparina, sulfato de condroitin, dentre outras, essas moléculas estdo
presente em cartilagem, superficies celulares, membranas basais e epitélios, placenta,
além do plasma sanguineo e urina. Estas pertencem ao grupo dos heteropolissacarideos,
estdo distribuidas amplamente formando uma estrutura basica de unidades
dissacaridicas repetitivas com hexosamina, ligadas a molécula de aglcar ndonitrogenada, acido hiaurénico e em determinados casos apresenta-se ligado a galactose.

Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar em catetos o perfil de GAGs sulfatados na vagina, cérvix, Utero, tuba

uterina e ovarios nas diferentes fases do ciclo estral e da gestagdo, bem como identificar
e quantificd-los na placenta aos 15, 30, 45 e 60 dias da penhez e ainda o desenvolvimento embriondrio, nestes mesmos dias de gestagdo, a fim de poder inferir
sobre sua importéncia dessas substéncias nos eventos fisioldgicos destes 6rgdos e
verificar a possibilidade do uso dessas macromoléculas como indicadores da gestag&o.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever macroscopicamente a placenta de catetos na fase inicial da gestagdo;

b) Estabelecer relagdes peso e comprimento entre feto/placenta na fase inicial da
gestagdo;

c) Descrever microscopicamente placenta de catetos confrontando com dados

nossos ja publicados, uma vez que as idades de gestagdo eram estimadas, com

base em diferentes técnicas de microscopia;

d) Descrever a placenta e anexos fetais de catetos aos 15, 30, 45 e 60 dias da
gestagdo;

e) Descrever o desenvolvimento embrionario de catetos aos 15, 30, 45 e 60 dias da
gestagdo;

f) Definir o tempo de implantagdo embrionaria;

g) Estabelecer o perfil de progesterona e estrégenos ao longo do ciclo estral e
gestagdo;

h) Purificar, quantificar, identificar e analisar a distribuigdo de glicosaminoglicanos

no sistema reprodutor e anexos fetais de catetos durante o ciclo estral e gestagdo;

Metodologia

4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais a serem utilizados para realizagdo do experimento envolvendo o

perfil dos glicosaminoglicanos durante o ciclo estral e gestagdo de catetos e ainda
placentagéo e desenvolvimento embrionario, serdo adquiridos do Centro de,
Multiplicagdo de Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Os
animais serdo mantidos em recintos de 2,5x10m. Serdo utilizados 20 catetos fémeas,
adultas com idade variando de 10 a 18 meses, sendo utilizadas quatro fémeas por cada
fase do ciclo estral e 16 fémeas gestantes, com os seguintes dias de gestagdo: 15, 30, 45
e 60, sendo quatro fémeas para cada idade gestacional. Adicionalmente serdo avaliadas
mais seis fémeas coma finalidade de descrever o processo de implantagdo, que totaliza
26 animais. Ressalta-se que o projeto tema te quatro anos para ser executado.

As fémeas serdo colocadas em baias numa relagdo (1Fémea:1macho), a fim de

que sejam fecundadas. Para isto, serdo instaladas duas cdmeras por baias para gravacdo
das ag0es diarias dos animais com o fim de identificarmos os dias de cdpula, sendo que
serdo trabalhadas quatro fémeas por vez.

Os animais receberdo agua a vontade (ad libitum) e serdo alimentados com ragdo
concentrada para suinos, volumoso formado de capim Pangola (Digitaria decumbens)
ou capim Elefante (Pennisetum purpureum) triturados em forrageira e ocasionalmente
frutas da época disponiveis na Universidade.

Sobre a disponibilizagdo dos animais é importante destacar que o

CEMAS/UFERSA possui niumero de animais consideravel que pode ser utilizado no
experimento sem comprometer o plantel de animais, aspecto ja entendido pelo ICMBio
e Comissdo de Etica no Uso de Animais, quando da autorizagdo e aprovagdo de nossos
experimentos. N

4.2 COLETA E DETERMINACAO DA FASE DO CICLO ESTRAL

O protocolo de sincronizagdo do estro sera através da utilizagdo de esponjas
intravaginais contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP, Progespon,
Sytex, Argentina) por 7 dias, sendo que 24 h antes da remogdo das esponjas, serdo



aplicados prostaglandina F2alfa (Sincrocio, Ourofino, SP), na dose de 250 mcg/Animal
(1ml/animal/dose Unica), por via intramuscular e eCG (Folligon, MSD), na dose de 500
mcg /Animal (1 ml/animal/dose Unica), por via intramuscular. A detecgdo do estro serd
observada de 12/12 horas durante 2 dias. As fémeas serdo agrupadas junto com o macho
a cada 12 horas, sendo trés coberturas acompanhadas visualmente. Ocorrendo a
cobertura o dia — “um” da gestagdo serd considerado o dia seguinte ao da cépula. As
gestagOes serdo confirmadas mediante exame de ultrassonografia transretal (240 Parus,
Pie Medical®) através da visualizagdo dos primeiros parametros gestacionais, como a
vesicula embrionaria.

4.3 DOSAGEM HORMONAL

Para determinagdo das concentragles séricas de progesterona e estrégenos, serdo
colhidas amostras de sangue por venopungdo da veia cefdlica. Serdo colhidos 5ml de
sangue de cada animal com agulhas hipodérmicas 0,8mm x25mm em tubos de ensaio de
vidro, sem anticoagulante. As amostras serdo em seguidas submetidas a centrifugagdo por 15 minutos. Com a obtengdo do soro, o mesmo sera congelado com duplicata
a-

20°C.

As concentragdes hormonais serdo determinadas pelo método de

radioimunoensaio em fase sélida onde serdo utilizados kits comerciais (COATACOUNT®, DiagnosticProducts Corporation, Los Angeles, CA, USA), utilizando-se
metodologia descrita por Peixoto (2016).

4.4 PROCEDIMENTO ANESTESICO-CIRURGICO

Os animais serdo submetidos ao protocolo anestésico. Para tanto, serdo

submetidos a jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 8 horas. Posteriormente serd
realizada a medicagdo pré-anestésica (MPA) mediante administragdo de xilazina a 1%
(dose - 0,1 mg.kg-1 ), por via IM, apds 5 minutos, sera realizado a indugdo anestésica
com administragdo de cetamina a 10% (dose - 2,0 mg.kg-1 ), por via 1V, e, depois de 10
minutos, procederd a manutengdo anestésica inalatoria com utilizagéo de isofluorano a
volume de 3% até que seja observado o momento anestésico-cirurgico correspondente
ao estagio III e plano II. Em seguida, terd inicio o protocolo cirtrgico, com o animal em
decubito dorsal, tricotomia da regido abdominal e antissepsia ampla com utilizagdo de
iodo povidine, logo apds, serd realizado uma incisdo longitudinal mediana préretroumbilical na pele, tecido subcutéaneo e periténio (trés planos) até a identificagdo do
utero gravidico, onde sera realizado a ovariohisterectomia total contendo os
embrides/fetos e seus anexos. Feito isto, sera realizado o fechamento dos trés planos,
com utilizagéo de fio de nylon. Apds cada procedimento, os cuidados pds-operatdrios
constardo de limpeza da ferida cirirgica com solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%) e

aplicagdo de organnact prata spray a cada 24 horas até a completa cicatrizagdo, além da
administragéo de penicilina G procaina a 5.000.000 UI (dose - 20.000 UI.kg-1 ) a cada
24 horas durante 10 dias, por via IM e flunixina meglumina a 50 mg.ml-1 (dose - 2,2
mg.kg-1 ) a cada 24 horas durante 3 dias, por via IM. As cirurgias serdo realizadas no
Hospital Veterinario (HOVET) da UFERSA.

4.5 ANALISE MACROSCOPICA

Para a andlise macroscopica serdo utilizadas 16 fémeas sendo que as coletas

serdo distribuidas da seguinte maneira: 4 fémeas aos 15 dias de gestagdo; 4 fémeas aos
30 dias de gestagdo; 4 fémeas aos 45 dias de gestagdo e 4 fémeas aos 60 dias de
gestagdo. O material coletado serd analisado no Laboratério de Morfofisiologia Animal
Aplicada da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Sendo assim, apds a realizagdo da ovariohisterectomia, o Utero serd incisado e

apods exposicdo do conjunto de anexos embrionarios e embrido, sera realizada a
caracterizagdo macroscopica das membranas fetais, placenta, corddo umbilical e o
embrido, Utero, ovarios, entre outros.

Na sequéncia, serdo determinados os comprimentos do embrido e do corddo

umbilical e o diametro dos placentomas, assim como o peso dos embrides e dos anexos
fetais. Com isto serdo obtidas as seguintes relagdes: - Peso fetal (g)/ peso dos anexos
fetais (g); - Peso do embrido (g)/comprimento do corddo umbilical (cm); - Peso do
embrido (g)/comprimento do embrido (cm).

Com o auxilio de fita métrica metalica graduada serda obtido o comprimento do

feto e do corddo umbilical. Utilizando-se uma balanca digital, sera determinado o peso do embrido/feto e da placenta. Serdo obtidas também as medidas de
comprimento do

feto (Oliveira, 2003).

Com os dados de mensuragdo e pesagem, serdo obtidas as seguintes relagdes:

a) Peso fetal (g)/peso da placenta (g) determinada como sendo o quociente entre o
peso fetal em gramas e o peso da placenta em grama.

b) Peso fetal (g)/comprimento do corddo umbilical (cm) como sendo o quociente

entre o peso do feto em gramas e o comprimento do cordao umbilical em

centimetros.

c) Peso fetal (g)/comprimento do feto (cm) dividindo-se o peso do feto em gramas

pelo comprimento do feto em centimetros.

Além disso, os embribes serdo fixados em solugdo de formaldeido tamponado a

10% e serdo realizadas as seguintes mensuragdes dos embrides: CR (crown-rump),
comprimento total, cefalico, cefalocaudal; cauda; didmetro biparietal, diametro do olho;
comprimento do olho; orelha; dos membros tordcicos e pélvicos; da tibia; do radio-ulna;
das unhas do membro toracico e pélvico; largura das unhas do membro toracico e
pélvico; comprimento dos dentes incisivos superiores e inferiores, perimetro toracico e
perimetro abdominal, expressas em mm. Todas as medidas serdo expressas por meio de
média e desvio padréo.

Os dados das mensuragdes da placenta, corddo umbilical e do embrido serdo
submetidos a testes estatisticos ndo paramétricos (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de
Mann-Whitney) e regressdo linear e analise correlagdo, visando a identificar o
comportamento destas varidveis. Para isto, sera considerada a existéncia de diferengas
significativas entre as variaveis testadas quando o grau de significancia for menor que
5% (p< 0,05).

Depois de realizadas a caracterizagdo estrutural externa e as mensuragdes do

embrido, o mesmo sera dissecado e a macroscopia de sua organogénese analisada e
descrita nas diferentes idades gestacionais. Para aqueles menores podera ser realizada
apenas a microscopia. |

4.6 ANALISE MICROSCOPICA

Para este fim, serdo coletados fragmentos de cerca de 1cm das placentas, corddo
umbilical, membranas fetais a partir de 16 fémeas distribuidas igualmente em quatro
idades gestacionais 15, 30, 45 e 60 dias de gestagdo. Estes fragmentos serdo fixados
solugdo de paraformaldeido a 4% tamponado com fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4. Do
mesmo modo serdo coletados fragmentos dos diferentes 6rgdos e estruturas dos
embrides para analise microscdpica da organogénese e de sua organizag&o tecidual nas
mesmas idades gestacionais, visto que o periodo de organogénese estd compreendido
dentro do intervalo gestacional estudado (SINOWATZ, 2010).

Apos a fixagdo, o material serd lavado em agua e entdo submetido a desidratagdo

em bateria de banhos de imerséo de uma hora de alcool em concentragdo crescente a
partir do alcool 70% até a chegada ao alcool absoluto no qual serdo realizadas trés
trocas. Feita a desidratagdo o material serd diafanizado por banhos de imersdo em dois
xiléis durante uma hora para na sequéncia realizar o processo de parafinizagdo, onde os
fragmentos serdo colocados em duas parafinas a 60°C, permanecendo “over night”, no
primeiro, e por uma hora, no segundo. Em seguida serd realizado o emblocamento do
material. Obtidos os blocos, estes passardo por microtomia (LEICA RM 2065), fazendose cortes de 5 a 7um de espessura, que serdo levados a esfufa a 55°C. Finalmente,
as

laminas serdo submetidas a coloragdo pela técnica de hematoxilinaeosina (HE),
tricromio de Gomori, Picrossirius, Acido periddico de schiff (PAS) e Sudan black. Apds
montadas e analisadas, aquelas mais representativas serdo entdo, selecionadas para
fotomicrografia por meio de cdmera (Leica ICC50 HD) acoplada a microscopio. No
entanto, as amostras coradas pela técnica de picrossirius serdo analisadas por meio de
microscépio de luz polarizada necessario para a execugdo deste projeto de pesquisa.
Estas técnicas seguirdo preferencialmente a metodologia descrita por Tolosa et al.,
(2003)

Para identificagdo dos GAGs in locu, vistos a luz da microscopia, as laminas



serdo submetidas aos métodos de coloracdo por Alcian Blue (pH 1,0) e Acido Periddico
de Schiff (PAS). R

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para os estudos de microvascularizagdo sera realizada injegdo de resina Mercox

CL - 2R (Vilene, Tokyo, Japan) azul ou vermelho. Depois de completada a
polimerizagdo da resina injetada, o material seré imerso em solug&o de hidroxido de
sodio, variando entre 10% e 40%, deixados em estufa sob temperatura de 60°C, até
completa corrosdo, sendo, porém, lavadas periodicamente para substituigdo do
hidréxido.

Completada a corrosdo, os moldes vasculares serdo lavados com agua destilada e

em seguida colocados em estufa a 37°C para secagem. Posteriormente serdo incluidos
em solugdo de gelatina incolor a 20%, e levados a geladeira para garantir maior
resisténcia ao molde. Posteriormente, serdo novamente imersos em solugdo de
hidréxido de sddio para retirada da gelatina, levados a estufa para secagem, em seguida
montagem em bases metalicas e metalizagdo com ouro (EMITECH K550). Por fim, o
material serd analisado em microscépio eletrénico de varredura (LEO 435 VP). Neste
procedimento sera utilizada a metodologia adaptada por Oliveira (2003).

4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Serdo obtidos fragmentos com cerca de 0,5mm2

de regibes de interesse e imersos

em solugdo de glutaraldeido a 2,5%), tamponado com fosfato de soédio a 0,1 M, pH 7,4
por 72h. Na sequéncia o material sera lavado em tampéo fosfato de sédio a 0,1 M, pH
7,4 por trés vezes, e pos-fixados em tetroxido de ésmio a 1% por duas horas. Concluida
a pos-fixacdo, os fragmentos serdo imersos em acetato de uranila a 3%, “over night”
para que entdo sejam submetidos a desidratagdo em alcool a 50%, 70%, 90% por dez
minutos cada e em alcool absoluto.

Apos desidratados os fragmentos serdo lavados em 6xido de propileno por dez

minutos e infiltrados em resina spurr. Para este fim, os mesmos serdo imersos em
mistura de 6xido de propileno e resina 1:1 durante uma hora; resina pura durante 12
horas; resina pura durante 2 horas e finalmente em resina pura para confecgdo dos
blocos em estufa a 60°C por trés dias, até completa polimerizag&o.

Obtidos os blocos, serdo feitos cortes semifinos com 0,4 um em ultramicrétomo

(LEICA ULTRACUT R), corando-se com azul de toluidina 1% e analisando-os em
microscépio de luz. Identificadas as regies de interesse, serdo feitos cortes com 0,07
um, coletados em telas de cobre e contrastados com acetato de uranila saturado a 2% em citrato de chumbo a 0,5%. Por fim, o material sera analisado e
eletrofotomicrografado em microscépio eletrénico de transmissdo (JEOL 100-CXII).
Neste procedimento também sera utilizada a metodologia adaptada por Oliveira (2003).

4.10 ANALISE BIOQUIMICA DOS GAGs

a) Extragdo do glicosaminoglicanos

Para analise dos glicosaminoglicanos, fragmentos dos 6rgdos genitais (5-10g), e

do tecido placentario serdo coletados, picotados e colocados em frascos de 15mL,
contendo acetona, sendo realizado uma troca a cada 24 horas durante trés dias
consecutivos, para remogdo dos lipidios (Delipidag&o).

Apds finalizado o processo de delipidagdo, as amostras serdo pesadas em

balancga de precisdo (BEL M214 Ai) de modo a separar fragdes para cada érgdo. Para a
tuba uterina, sera pesado 50mg e para os demais 6rgdos reprodutivos 1g, sendo estas
fragdes colocadas separadamente em microtubos de 2 mL (Eppendorf) e identificados.
Posteriormente, serd adicionado a cada frasco prozima (4 mg/mL) em tamp&o TRISHCI, 0,05 M pH 8,0 com NaCl 0,15 M, na proporgdo de 1 mg de p6 para 20 uL de
tampéo, incubado em temperatura de 60°C durante 24 a 48 horas. Em seguida, sera
adicionado &cido tricloroacético 90%, numa proporgdo de 10% do volume inicial d
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Resumo

O avango genético em porcas hiperprolificas tem-se como resultado aumento significativo do nimero de leitdes nascidos por partos, resultando em menor peso médio ao
nascimento e, consequentemente, maior variabilidade de peso desses leitdes. Varios autores relacionam a mortalidade a diversos fatores, incluindo o baixo peso médio
ao nascer, como um dos principais. Entretanto, a ocorréncia de dbitos pode também ser uma causa dos diferentes desempenhos apresentados pelos leitdes, pois a
qualidade da leitegada esta associada ndo somente ao peso do leitdo, como também a sua uniformidade. O objetivo do estudo sera avaliar o desempenho de leitdes
lactentes em fungdo de suas caracteristicas morfométricas. O experimento serd conduzido com 30 matrizes suinas de linhagens comerciais hiperprolificas de dois a seis
partos, em estagio de lactagdo. Um dia apds o parto e ao desmame, os leitdes serdo identificados, analisados quanto a morfometria e pesados. Serdo mensurados os
indices de massa corporal e indice ponderal e relagéo superficie e massa de todos os leitdes a partir do comprimento e do peso ao nascer. Para ajuste de modelo que
descreva o peso de leitdo ao desmame serd proposta a utilizagdo de modelos de regressédo linear multipla.

Introducgao/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr i p di: e o retorno para os cursos e para os professores da instituicio em geral)

Os avangos genéticos em porcas hiperprolificas, tem-se como resultado aumento significativo do nimero de leitdes nascidos por partos, resultando em menor peso
médio ao nascimento e, consequentemente, maior variabilidade de peso desses leitdes, impactando diretamente na taxa de mortalidade na fase de maternidade
(Pinheiro e Dallanora, 2014).

A mortalidade de leitdes no periodo de amamentagdo é fator preponderante que limita o desempenho das granjas podendo atingir altos indices, variando de 11,5% a
18,6%, onde a alta taxa de mortalidade se concentra nos primeiros sete dias de vida dos leitdes, sendo este um dos fatores que pré-dispbe a redugdo econdmica na
produgdo (Aires et al., 2014).

Varios autores relacionam a mortalidade a diversos fatores, incluindo o baixo peso médio ao nascer, como um dos principais. Entretanto, a ocorréncia de dbitos pode
também ser uma causa dos diferentes desempenhos apresentados pelos leitdes, pois a qualidade da leitegada esta associada ndo somente ao peso do leitdo, como
também a sua uniformidade. Nesse caso, diferencas morfoldgicas entre animais na mesma faixa de pesos, podem apresentar desempenhos distintos de acordo com sua
morfometria. Logo, além da importancia do peso do leitdo ao nascimento, caracteristicas morfoldgicas quanto a conformagéo corporal, indice de massa corporal, indice
ponderal (Baxter et al., 2008, 2009) e a relagdo superficie/massa sdo indicadores avaliativos para desempenho positivo dos leitdes nas fases sucessivas, podendo ser
usados para identificar precocemente quais animais estardo abaixo da média e, potencialmente, ndo econémicos (Huting, et al., 2018).

A morfometria dos leitdes estd diretamente ligada a sua capacidade de termorregulagdo resultando, em grande impacto, na viabilidade. De acordo com Herpin et al.
(2002), leitdes mais leves possuem maior superficie corporal em relagdo ao seu peso, sendo, portanto, mais propensos a hipotermia. Porém, existem leitdes com peso
semelhante, mas com tamanho de superficie corporal diferente, segundo Hales et al. (2013). Para Ferreira (2001), os leitdes de menor peso corporal sdo afetados com
maior frequéncia, devido a maior superficie de exposicdo em relagdo a sua massa corporal. Para tanto, a morfometria dos suinos, durante a fase de aleitamento, tem
relagdo direta com sua capacidade em regular a temperatura corporal, refletindo em habilidade de sobrevivéncia até o desmame.

Objetivos

Objetivo geral
Avaliar o desempenho de leitdes lactentes em fungdo de suas caracteristicas morfométricas.

Objetivos especificos

Avaliar o desempenho de leitdes lactentes em fungdo do indice de massa corporal.
Avaliar o desempenho de leitdes lactentes em fungdo do indice de massa ponderal.
Avaliar o desempenho de leitSes lactentes em fungdo da relagdo superficie e massa.

Metodologia

Animais e instalagGes

O experimento sera conduzido com 30 matrizes suinas de linhagens comerciais hiperprolificas (TN70 e DB90) de dois a seis partos, em estagio de lactagdo, em granja
comercial localizada no municipio de Croatad de Sdo Gongalo do Amarante, CE.

A transferéncia das matrizes do galp&o de gestagdo para diferentes galpdes de maternidade sera realizada aos 105 dias de gestagdo. As instalagdes da gestagéo sdo
providas de gaiolas individuais com piso compacto e as instalagbes da maternidade s&o constituidas por piso parcialmente ripado e escamoteador para aquecimento dos
leitSes.

Parametros avaliados

Apos o parto, as leitegadas serdo equalizadas pelo nimero de 14 leitdes, um dia apds o parto. O corte e cura do umbigo serdo realizados logo apds o nascimento, o corte
de dentes e cauda sera realizado ao terceiro dia apds o parto. A castragdo dos leitGes serd realizada ao sétimo dia de vida.

Um dia apds o parto e ao desmame, os leitdes serdo identificados, analisados quanto a morfometria e pesados. As pesagens serdo realizadas em cada leitdo da
leitegada, com uso de balanca digital de trés casas decimais.

No primeiro dia apds o parto e aos 20 dias de idade, os leitdes serdo desmamados e, mensuradas as medidas morfométricas: longitudinal, toracica e inguinal por meio
de fita métrica. Os indices de massa corporal (IMC) e indice ponderal (PI) de todos os leitdes serdo calculados a partir do comprimento e do peso ao nascer, usando nas
seguintes equagdes, sugeridas por Amdi et al. (2013):

indice de massa corpora= peso do leitdo (kg) / [comprimento do leitdo (m)2]

indice ponderal = peso do leitdo(kg) / [comprimento do leitdo (m)3]

Para verificagdo do comprimento longitudinal, a medigdo sera realizada a partir da porgdo medial do cranio na altura da base da orelha até a primeira vértebra coccigea;
o0 comprimento toracico serd medido do perimetro por trés dos membros anteriores e o comprimento inguinal serd o perimetro envolto dos membros posteriores. Além
disso, com os pesos, na pos-equalizagdo e no desmame, serd calculado o ganho de peso didrio (GPD) dos leitdes, com base na seguinte equagdo:

GPD=(peso ao desmame (kg)-peso ao nascimento(kg))/(intervalo de dias da pesagem (dias))

A relagéo entre a superficie e a massa serd calculada utilizando-se as equagdes propostas por Meeh (Brody, Comfort, e Mathews, 1928):

S=KxW~(2/3)

Em que:

S: area em dmz2;

K: 0,07;

W: peso corporal em kg.

Relacdo superficie/massa = superficie corporal do leitdo cm2 / peso do leitdo (kg)


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=900686&key=dab42a8873a3305acd2a077f748b1032

Andlises estatisticas

Para ajuste de modelo que descreva o peso de leitdo ao desmame serd proposta a utilizagdo de modelos de regressédo linear multipla, considerando como variaveis
explicativas as medidas de comprimentos e peso do leitdo ao nascer. Para analisar a variabilidade total dos dados ser&o propostas técnicas de estatisticas multivariadas,
tais como a obtengdo de correlogramas e analises de componentes principais (PCA). Todas as andlises estatisticas serdo realizadas no software R.
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Resumo

O avango genético, na suinocultura, possibilitou a criagdo de animais de alta produtividade. As linhas maternas concentram-se em alta prolificidade e com isso tornam-se
mais exigentes do ponto de vista nutricional. A realizagdo de pesquisas que visam estabelecer exigéncias nutricionais atualizadas, tendo como base, o conhecimento das
fungBes dos aminoacidos e seus efeitos na lactagdo, objetivando suprir nutricionalmente a fémea para que ndo haja comprometimento de sua condigdo corporal bem
como no desenvolvimento dos leitdes. Objetivo no trabalho serd avaliar a suplementacdo lisina, treonina e metionina na ragéo de lactagdo de fémeas suinas sobre o
desempenho da leitegada. O experimento serd conduzido com 30 matrizes suinas lactantes de linhagens comerciais de dois a seis partos. O delineamento experimental
utilizado sera o inteiramente casualizado, sendo a matriz e sua leitegada, a unidade experimental. Os tratamentos sdo os seguintes: T1) Ragdo de lactagdo controle (sem
blend aminoacidico) e; T2) Ragdo de lactagdo com suplementagdo do blend que consiste em 39, 165 e 130 g/kg, respectivamente de metionina, lisina e treonina. As
matrizes serdo pesadas apos o parto e ao desmame para verificar a mobilizagdo corporal. A produgdo de leite das matrizes serd estimada. A mensuragdo do consumo
sera diaria. No 2°, 7°, 12°, 16° e 21° dias de lactagdo serdo coletados parametros fisioldgicos de cada matriz, as 7h, 13h e 16h. Os parametros coletados serdo:
frequéncia respiratoria, temperatura de paleta, temperatura de pernil, temperatura de nuca, temperatura de orelha e temperatura retal. Aos 20 dias de lactagdo sera
mensurado indice de massa corporal, indice de massa ponderal e relagdo superficie e massa das fémeas. Um dia apds o parto e ao desmame, os leitdes de cada
leitegada serdo pesados e verificados suas medidas morfométricas: comprimento longitudinal, toracico e abdominal. Serdo calculados o ganho de peso diario dos leitdes,
o indice de massa corporal, indice de massa ponderal e a superficie e a massa. Os dados serdo submetidos ao teste de Shapiro-Wilk ao nivel de 5% de probabilidade
para verificar a normalidade dos dados. Os dados com distribuigdo normal serdo comparados pelo teste F da andlise de variancia. Os dados que n&do apresentarem
distribuicdo normal, quando possivel, serdo normalizados pelo procedimento PROC RANK do pacote estatistico do SAS (9.3) e os dados n&o normalizados serdo
comparados pelo teste KrusKal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. A variagdo dos pesos dos leitdes, apds a equalizagdo e ao desmame, serd comparada pela
estratificagdo percentual do peso.

Introducgdo/Justificativa

(incluindo os beneficios esperados no pr: di e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

ap!

O avango genético, na suinocultura, possibilitou a criagdo de animais de alta produtividade, tendo em vista a crescente demanda por carne suina por parte do mercado
consumidor (ABPA, 2019). Foram desenvolvidas linhas sintéticas, que resultam do cruzamento de reprodutores de diferentes ragas. Esse cruzamento forma novo
genotipo e possui como um dos objetivos a criagdo de animais com capacidade genética superior para uma ou mais caracteristicas de importéncia econémica, tais como,
alta producdo de leite, baixo consumo voluntario, menores reservas de gordura e rapida deposigéo de tecido magro (FERREIRA et al., 2014).

As linhas maternas concentram-se em alta prolificidade e com isso tornam-se mais exigentes, uma vez que, por exemplo, precisam produzir mais leite para suprir a
demanda do elevado nimero de leitées. Portanto, é evidente que para minimizar os problemas causados pela hiperprolificidade, como variabilidade de peso dos leitdes e
nascimento de animais com baixo peso corporal, faz-se necessaria a implantagdo do padrdo de consumo adequado a fim de atender as necessidades nutricionais da
fémea.

Dessa forma, a realizagdo de pesquisas que visam estabelecer exigéncias nutricionais atualizadas e precisas, tendo como base, o conhecimento das fungdes dos
aminodacidos e seus efeitos na lactagdo, objetivando suprir nutricionalmente a fémea para que ndo haja comprometimento do consumo, assim como mobilizagdo das
reservas corporais para produgdo de leite e, por consequéncia, garantir boas condigdes para o proximo ciclo reprodutivo (NUNES et al., 2006).

A lisina destaca-se, ndo somente pelo seu papel na qualidade nutricional do leite, proteina e gordura, mas também pela sua relagdo com a mobilizagdo de reservas
corporais da fémea, além de ser considerado o primeiro aminodacido limitante (NUNES et al., 2006). A treonina, além de ser importante para sintese de proteinas, atua
também na digestdo, uma vez que é precursor de enzimas digestivas, e, por este motivo, e da mesma forma que a lisina, esta associada a mobilizagdo de reservas
corporais, podendo influenciar na perda de peso da fémea (GREINER et al., 2019. A metionina, além de desempenhar importante papel na sintese de proteinas, da
mesma forma que a treonina, também influencia o sistema antioxidante devido ao seu metabdlito glutationa, que é gerado pelo metabolismo do enxofre (LI, Hao, et al,
2014).

Objetivos

Objetivo geral
Avaliar a suplementagéo lisina, treonina e metionina na ragdo de lactagdo de fémeas suinas sobre o desempenho da leitegada.

Objetivos especificos

Acompanhar o desempenho dos leitdes nascidos de fémeas que receberam suplementagdo de aminoacidos lisina, treonina e metionina;

Avaliar o efeito da suplementag&o do blend sobre a condigéo corporal de fémeas em fase de lactagdo;

Determinar parametros fisioldgicos das fémeas alimentadas com ragdo contendo suplementagdo de blend de aminoacidos: lisina, treonina e metionina.

Metodologia

Os procedimentos a serem realizados durante o experimento serdo submetidos e executados seguindo as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

Animais e instalagGes

O experimento serd conduzido com 30 matrizes suinas de linhagens comerciais hiperprolificas (TN70 e DB90) de dois a seis partos, em estagio de lactagdo, em granja
comercial localizada no municipio de Croatd de S&o Gongalo do Amarante, estado do Ceara.

A transferéncia das matrizes do galpdo de gestagdo para os galpdes de maternidade ocorrera aos 105 dias de gestagdo. As instalagdes da gestagdo sdo providas de
gaiolas individuais com piso compacto e as instalagdes da maternidade sdo constituidas de piso parcialmente ripado e escamoteador para aquecimento dos leitGes.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado sera o inteiramente casualizado, sendo a matriz e sua leitegada, a unidade experimental. As matrizes serdo distribuidas, por
tratamento, mantendo-se a mesma quantidade de animais, com base genética, pesos e ordens de parto.

Os tratamentos sdo os seguintes: T1) Ragdo de lactagdo controle (sem blend aminoacidico) e; T2) Ragdo de lactagdo com suplementagdo do blend que consiste em 39,
165 e 130 g/kg, respectivamente de metionina, lisina e treonina. A suplementagdo do blend de aminodacidos ocorrerd na forma on top. A suplementagdo do blend de
aminodcidos sera calculada com base na quantidade de ragdo consumida pela matriz, no dia seguinte, na proporgdo de 0,1 kg para 10,0 kg.

A ragdo de lactagdo utilizada sera semelhante a adotada pela granja. Ao serem alocadas no galpdo de maternidade, as matrizes receberdo 2,0 kg de ragdo de lactagdo
até o parto. No primeiro dia apds o parto, serd ofertado 1,0 kg; no segundo dia, 2,0 kg; no terceiro dia, 3,0 kg; no quarto dia, 4,0 kg; no quinto dia, 5,0 kg; no sexto
dia, 6,0 kg; no sétimo dia, 7,0 kg; e no oitavo dia até o desmame, 8,0 kg. Durante o periodo lactacional, as fémeas receberdo agua a vontade e o arragpamento sera
dividido em cinco tratos por dia, as 3h, 6h, 10h, 16h e 22h.

Pardmetros avaliados nas matrizes
As matrizes serdo pesadas apos o parto e ao desmame para verificar a mobilizag&o corporal (em quilos e em porcentagem). A produgdo de leite das matrizes sera
estimada com o uso da equagé&o sugerida por Noblet e Etianne (1989): produgéo de leite (kg/dia) = {(0,718 x ganho de peso diario do leitdo (g) - 4,9) X nimero de


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=900687&key=4c887b36f27691826dbb29f30ef3bba5

leitdes} / 0,19.

Com base na quantidade de ragdo ofertada, as sobras serdo pesadas diariamente, para fazer a mensuragdo do consumo.

No 2°, 7°, 12°, 16° e 21° dias de lactagdo serdo coletados parametros fisioldgicos de cada matriz. A coleta sera realizada as 7h, 13h e 16h. Os parametros coletados
serdo: frequéncia respiratdria (FR), temperatura de paleta (TPA), temperatura de pernil (TPE), temperatura de nuca (TN), temperatura de orelha (TO) e temperatura
retal (TR). A FR sera obtida por meio da observagdo dos movimentos do flanco da matriz, verificando a contragdo dos musculos intercostais durante 15 segundos, € o
resultado serd multiplicado por quatro. A TPA, TPE, TN e TO ser&o obtidos com auxilio de termdmetro infravermelho, com 20 cm de disténcia e angulo perpendicular
sobre a regido considerada. A TR sera obtida por meio de termdmetro digital, na porgdo superior do reto.

Ao 20° dia do periodo lactacional, serdo coletadas as medidas morfométricas, como comprimento corporal, perimetro toracico e perimetro abdominal das matrizes por
meio de fita métrica. Juliatto (2016) definiu comprimento corporal como sendo distdncia entre a base do occipital até a vértebra coccigea; perimetro toracico como o
perimetro do térax, medido na regido de declividade da cernelha e; perimetro abdominal como sendo perimetro do abdémen, medido na regido da tuberosidade iliaca.
Com base nas informagdes coletadas, serd possivel obtengdo do indice de massa corporal e indice de massa ponderal, pelo uso das equagdes sugeridas por Amdi et al.
(2013):

indice de massa corporal = peso do animal (kg) / [comprimento do animal (m)2]
indice ponderal = peso do animal (kg) / [comprimento do animal (m)3]
A relagdo entre a superficie e a massa sera calculada utilizando as mesmas equagbes propostas por Meeh (Brody, Comfort e Mathews, 1928):

S=Kx W2/3

Em que:

S: area em dmz2;

k: 0,07,

W: peso corporal em kg

Relagdo superficie/massa = superficie corporal cm2 / peso do animal (kg)

Pardmetros avaliados nos leitdes

As leitegadas serdo equalizadas pelo nimero de 14 leitdes, um dia apds o parto. O corte e cura do umbigo serdo feitos logo ap6s o nascimento, o corte de dentes e
cauda serdo realizados aos trés dias de idade. A castracdo dos leitdes sera realizada aos sete dias de vida.

Um dia ap6s o parto e ao desmame, os leitGes de cada leitegada serdo identificados, pesados e verificados suas medidas morfométricas: comprimento longitudinal,
tordacico e abdominal por meio de fita métrica. As pesagens ser&o realizadas com balanga digital de trés casas decimais. Com base nas informagdes coletadas, um dia
apods o parto e ao desmame, serdo calculados o ganho de peso diério dos leitdes, o indice de massa corporal e o indice de massa ponderal (Amdi et al., 2013), além da
relagdo entre a superficie e a massa (Brody, Comfort e Mathews, 1928).

Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas serd utilizado o pacote estatistico do SAS (9.3). Os dados ser&o submetidos ao teste de Shapiro-Wilk ao nivel de 5% de probabilidade para
verificar a normalidade dos dados. Os dados com distribuicdo normal serdo comparados pelo teste F da andlise de varidncia. Os dados que ndo apresentarem distribuigdo
normal, quando possivel, serdo normalizados pelo procedimento PROC RANK do pacote estatistico do SAS (9.3) e os dados n&o normalizados serdo comparados pelo
teste KrusKal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.

Avaliagao da uniformidade da leitegada

A variagdo dos pesos dos leitdes, apos a equalizagdo, serd comparada pela estratificagdo percentual, em peso, em sete classes de peso: menor do que 800g, 801 a
1000g, 1001 a 1200g, 1201 a 1400g, 1401 a 1600g, 1601 a 1800g e maior que 1800g e, também, pela analise grafica da distribuigdo normal do peso do leitdo. As
classes citadas anteriormente s&do baseadas nos achados de Bérard, Pardo, Bethaz, Kreuzer e Bee (2010) os quais afirmaram que leites com peso inferior a 800 g
apresentam retardo no crescimento intra-uterino. E, Pettigrew et al. (1986), Roehe e Kalm (2000) e Quiniou et al. (2002), ao observarem que a probabilidade de
sobrevivéncia pds-desmame é inferior a 75% para leitdes que pesam menos do que 1000g e superior a 95% para leitdes com peso superior a 1800g.

Segundo Sturges (1926), a ideia basica dos trabalhos de ajuste da distribuigdo normal pelos histogramas amostrais, é de que a variavel normal pode ser
apropriadamente dividida, de tal forma que as frequéncias das classes abranjam uma série binomial de poténcia dois. Ainda de acordo com este autor, o nimero étimo
de classes é, em geral:

NUmero de classes=1+ nimero de observagdes

Os pesos individuais dos leitdes ao desmame, em cada leitegada, serdo distribuidos em classes diamétricas por meio da formula de Sturges, a qual permite estabelecer o
namero de classes para o conjunto de dados utilizados, e obter o intervalo de classe, dividindo a amplitude total pelo nimero de classes definidas.
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Resumo
O monitoramento farmacoterapéutico sdo necessarios, consistindo ndo apenas em medir a concentragdo de um farmaco em uma matriz b|o|og|ca mas também
interpretando adequadamente os valores plasmaticos através de parametros farmacocinéticos. As condigdes do estudo serdo submetidas & Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA) e apds aprovagdo, serdo utilizados 08 jumentos (Equus asinus), adultos, raca nordestina. Doze
horas antes do inicio do experimento os animais serdo submetidos a jejum alimentar e hidrico de oito e quatro horas respectivamente. Para permitir tanto a
administragdo intravenosa dos farmacos quanto a coleta de sangue, um cateter de calibre 16G serd fixado a veia jugular e a ele sendo acoplado uma torneira de 3
vias.Realizada a coleta de sangue controle (Branco), os asininos receberdo repetidas doses do seguinte tratamento: 4mg.kg-1 de tramadol (Tramadon®, Cristalia, SP -
Brasil) e 25 mg.kg-1 de metamizol (D500®, Zoetis, SP- Brasil), co-administrados a cada 8 horas por via intravenosa lenta (2 min) e sendo a administragdo realizada pelo
mesmo aplicador. Apds a aplicagdo dos fdrmacos, amostras de 10mL de sangue ser&o coletadas em horarios pré-definidos, antes e apds a administragdo repetida da
dose. Apds a administragdo do farmaco, serdo colhidas 1mL de sangue venoso o qual serd acondicionado em tubos contendo EDTA e posteriormente centrifugado a 2000
G, durante 10 minutos para obtengdo do plasma, que serd mantido a -80 °C para posterior analise da concentragdo plasmatica e varidveis farmacocinéticas do tramadol,
metamizol e seus metabdlitos por meio de cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia (UHPLC). A andlise farmacocinética da dipirona e seus metabdlitos sera
realizada de acordo com um método ndo compartimental, usando o software WinNonlin (PharsightCo., CA, versdo 2.0). A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e o
tempo para que ela fosse estabelecida (Tmax) foram obtidas diretamente da observagdo dos dados. A AUCt serd calculada pelo método trapezoidal. O AUCinf serd
calculado como AUCt + Ct / Ke, onde Ct corresponde a Ultima concentragdo quantificavel, Ke a constante de velocidade de eliminagdo terminal de e sera determinada por
minimos quadrados. A analise de regressdo durante a fase log-linear terminal do curva de concentragdo-tempo. O T %2 sera o valor obtido substituindo a formula

0.693/Ke. A andlise estatistica de variancia (ANOVA) de AUCt, AUCinf e Cmax serdo calculados apds transformagdo dos dados para os seus valores logaritmicas (In).
Usando a variéncia do erro (S2), obtidos a partir da andlise de variancia, os intervalos de confianga de 90% (CI) serdo calculados.

Introducgdo/Justificativa
(incluindo os beneficios esperados no pr: ino-ap di e o retorno para os cursos e para os professores da instituicdo em geral)

Os medicamentos opidides continuam sendo a escolha para o tratamento da dor de intensidade moderada a grave. No entanto, a utilidade desses farmacos no
tratamento da dor crénica é limitada devido ao desenvolvimento de tolerdncia ao efeito analgésico que ocorre apds repetidas administragdes, resultando em aumento da
dose administrada e, portanto, em maior incidéncia de efeitos adversos (DOMINGUEZ-RAMIREZ, 2012). Uma estratégia comum para manter efeitos analgésicos
adequados e reduzir os efeitos adversos é combinar doses de farmacos opidides, como o tramadol com antiinflamatérios n&o esteroidais (AINEs), como a dipirona
(metamizol). Embora alguns estudos demonstrem que combinagdes entre opidides e AINEs possam produzir potenciagdo analgésica, pouco se sabe sobre os efeitos
antinociceptivos de administragdes repetidas, ndo havendo estudos de monitoramento farmacoterapéutico desses farmacos administrados simultaneamente em asininos
(Equus asinus).

Metamizol e tramadol sdo farmacos analgésicos com mecanismos de acdo complexos, amplamente utilizados em combinagdo no tratamento da dor aguda pds-operatéria
(POVEDA, 2003). O mecanismo farmacodindmico para a interacdo entre metamizol e tramadol pode ser atribuido parcialmente a sua participagdo no sistema opioidérgico
(LOPEZ-MUNOZ, 2013). Outros mecanismos, como a via GMP da I-arginina-NO-ciclica e a interacdo com os receptores do acido N-metil d-aspartico, podem ser propostos
para expllcar o sinergismo antinociceptivo observado com a combinagdo desses medicamentos.

0 tramadol é um medicamento analgésico central com baixa afinidade por receptores opidides. E metabolizado no figado por duas vias principais: O- desmet|lagao para
O-desmetiltramadol (M1) pelo CYP2D6 e N-desmetilagdo para N-desmetiltramadol (M2) pelo CYP2B6 e CYP3A4. Apenas um dos metabdlitos do tramadol, M1, é
farmacologicamente ativo. Sua seletividade para receptores p foi demonstrada, mostrando uma maior afinidade por receptores opidides do que o farmaco or|g|nal
(SCOTT e PERRY, 2000). O metamizol é um medicamento antiinflamatério ndo esteroidal que atua como um agente analgésico e antipirético eficaz. O metamizol é um
derivado da pirazolona que inibe a sintese de prostaglandinas nos niveis central e periférico (ALVES e DUARTE, 2002, ORTIZ, 2003). O metamizol € um pré-medicamento
que sofre hidrélise para produzir 4-metilaminoantipirina (MAA), que é transformada no figado pelo citocromo CYP3A4 em 4-aminoantipirina (AA) e por oxidagdo em 4-
formilaminoantipirina (FAA). O AA é acetilado em 4-acetilaminoantipirina (AAA) (LEVY, 1984). Seu principal efeito adverso é o risco de induzir agranulocitose. A incidéncia
desta grave complicagdo tem uma grande variabilidade, que pode refletir predisposigdo genética (SCHUG; MANOPAS, 2007).

Estudos de monitoramento farmacoterapéutico sdo necessarios quando ha preocupagéo no surgimento de reagdes adversas em administragdes repetidas de doses de
farmacos isolados ou administrados simultaneamente (KANG, 2009). Este procedimento ndo consiste apenas em medir a concentragdo de um farmaco em uma matriz
bioldgica, mas também envolve a interpretagdo adequada dos valores plasmaticos através de pardmetros farmacocinéticos, permitindo-se conclusdes apropriadas sobre
os medicamentos quanto as concentragdes utilizadas e ajuste de dose. Através da administragéo simultdnea em asininos, pode ser possivel que o metamizol e o tramadol
possam competir pelas mesmas enzimas, causando alteragdes nas concentracdes dos metabdlitos destes farmacos e, consequentemente, nos efeitos farmacoldgicos
produzidos podendo levar a reagBes adversas graves. Dessa forma, torna-se necessario um estudo completo, que envolva o monitoramento farmacoterapeutico de
tramadol e metamizol nestes animais.

Objetivos

Geral: Realizar monitoramento farmacoterapéutico de dipirona (metamizol) e tramadol em asininos (Equus asinus)

Especificos:

- Validar metodologia analitica por UHPLC-MS para a determinagdo das concentragdes plasmaticas de tramadol, metamizol e seus respectivos metabdlitos ativos;

- Avaliar o perfil farmacocinético do tramadol administrado de maneira isolada investigando a presencga e a concentragdo dos metabdtitos M1, M2 e M5;

- Avaliar o perfil farmacocinético do tramadol co-administrado com dipirona e investigar quanto a interagdo farmacoldgica, aumento e/ou diminuigdo dos metabdlitos M1,
M2 e M5 (do tramadol) e MAA e AA da dipirona;

- Monitorar as concentracdes plasmaticas em administragdo repetida de doses e propor um regime posoldgico;

Metodologia
MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

As condiges do estudo serdo submetidas & Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA) e apds aprovagéo, seréo
utilizados 08 jumentos (Equus asinus), adultos, raca nordestina. Serdo incluidos no estudo somente os animais considerados saudaveis mediante avaliagdo clinica,
incluindo exames complementares de hemograma completo e avaliagdo bioquimica hepatica e renal.

Os animais serdo desverminados e aclimatados em baias nas quais permanecerdo durante a pesquisa e serd fornecida dieta constituida de ragdo comercial e volumoso
para nutrigdo e agua ad libitum.

2.2 Desenho experimental

Serdo utilizados 08 jumentos (Equus asinus) adultos com peso entre 100 e 150 Kg. Os asininos serdo previamente aclimatados e avaliados quanto a higidez por meio de
exame clinico e analise hematoldgica, parasitoldgica e bioquimica completa. Os mesmos animais serdo submetidos a todos os tratamentos possuindo um periodo de
descanso de 15 dias entre tratamentos.

Doze horas antes do inicio do experimento os animais serdo submetidos a jejum alimentar e quatro horas antes haverd jejum hidrico. Para permitir tanto a administragéo
intravenosa dos farmacos quanto a coleta de sangue, um cateter de calibre 16G sera fixado a veia jugular e a ele sendo acoplado uma torneira de 3 vias.

Realizada a coleta de sangue controle (Branco), os asininos receberdo repetidas doses do seguinte tratamento: 4mg.kg-1 de tramadol (Tramadon®, Cristdlia, SP - Brasil)
e 25 mg.kg-1 de metamizol (D500®, Zoetis, SP- Brasil), co-administrados a cada 8 horas por via intravenosa lenta (2 min) e sendo a administragao realizada pelo
mesmo aplicador. Apds a aplicagdo dos farmacos, amostras de 10mL de sangue serdo coletadas em horarios pré-definidos, antes e apds a administragdo repetida da


https://sigaa.ufersa.edu.br/sigaa/verProducao?idArquivo=900734&key=6cf5d657bfdcf9052c01254cc17a76fa

dose.

Durante este procedimento, havera monitoramento dos efeitos adversos e reagdo comportamental dos animais, além da avaliagdo bioquimica renal e hepética.

2.3. Determinagdo das concentragdes plasmaticas de tramadol, metamizol e metabdlitos ativos

Apds a administragdo do farmaco, seréo colhidas 1mL de sangue venoso o qual serd acondicionado em tubos contendo EDTA e posteriormente centrifugado a 2000 G,
durante 10 minutos para obtengdo do plasma, que serd mantido a -80 °C para posterior analise da concentragdo plasmatica e varidveis farmacocinéticas do tramadol,
metamizol e seus metabdlitos por meio de cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).

2.3.1. Condigdes analiticas

As concentragdes plasmaticas serdo analisadas em um sistema UHPLC-MS/MS (Nexera® 2 UHPLC) acoplado a um detector de espectrometria de massas LCMS-8040
(Shimadzu®, Japan) e coluna Shimadzu® BEH C18 (1,7 ym, 2,1 x 75 mm) (Shimadzu®, Japan). A fase mdvel serd constituida por acetonitrila e uma solugdo de acido
férmico 0,1% (75:25, v/v) a 0,3 mL/min; o volume de amostra injetado serd de 5,0 pL. A temperatura da coluna sera ajustada para 40 °C e o amostrador automatico
regulado para 5 °C. Para Tramadol, M1, 4-MAA e 4-AA, o espectrOmetro de massa serd ajustado no modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM), modo de
jonizagdo positivo ESI. A energia de colisdo e a tensdo do cone serd 12 e 19 V, respectivamente. A taxa de fluxo do gas cone e dessolvatagéo calibrada para 150 e 600
L/min, respectivamente, usando argdnio como gas de colisdo na vazdo de 0,15 mL/min. O espectrémetro de massa sera configurado para monitorar a transigdo da faixa
do ion principal e ion filho, com tempo de permanéncia de 0,3 s. Dados de MRM ser&o adquiridos e analisados através do software Labsolution® (Shimadzu®, Japan).

2.3.2. Preparagdo das amostras

As amostras congeladas de plasma dos animais serdo colocadas para descongelar naturalmente e posteriormente agitadas em vortex antes de sua utilizagdo. O plasma
sera preparado por meio de extragdo em fase sdlida, utilizando cartuchos C-18 Sep-Pak (Waters Milford, MA, USA) e sistema a vacuo (Spe-ed Mate-10,
AppliedSeparations, Allentown, PA, USA). Os cartuchos serdo pré-condicionados por meio de lavagens com 6 mL de metanol e 6 mL de agua destilada. 100puL da amostra
serdo colocadas diretamente no cartucho e adicionados 100pL da solugdo do padrdo interno. A amostra sera deixada em repouso durante 5 min, lavada com 0,4 mL de
agua e, em seguida secada sob vacuo. Os analitos e o padrdo interno serdo eluidos com 3 mL de metanol, a uma taxa de fluxo de 1 mL/min, sendo posteriormente
evaporado em banho-maria a 45°C sob uma suave corrente de nitrogénio gasoso. O residuo sera reconstituido com 100uL fase mével e injetado em UHPLC/MS-MS para
analise.

2.4. Validag&o do método
O método sera validado, baseado nos critérios descritos na resolugdo n°166, de 24 de julho de 2017, ANVISA, Brasil.

- Seletividade e linearidade.

A seletividade do método serd provada pela auséncia de coeluigéo entre as substancias enddgenas, a dipirona, 4-methylaminoantipyrina, 4-aminoantiprina e o padrédo
interno. Amostras de plasma branco normal e hemolisado ndo tratados serdo utilizados para verificar a especificidade do método.

Para avaliar a linearidade das curvas de calibragdo, concentragdes plasmaticas da dipirona serdo calculados a partir de curvas padréo de plasma em branco enriquecida
com concentragdes conhecidas de dipirona (1, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 80, 100 pg/mL), 4-methylaminoantipyrina (1, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 80, 100 pg/mL) e 4-
aminoantipyrina (1, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 80, 100 pg/mL), analisados em triplicata. As curvas de calibragdo padréo serdo construidas com &rea sob o pico de
dipirona/padrao versus a concentragdo nominal, por meio de regressao linear.

- Precisdo, exatiddo e recuperagdo.

Precisdo do ensaio serd avaliada através da determinagéo dos coeficientes de variagdo (CV) das quatro amostras controle (CQ) (Dipirona, MAA e AA - concentracdes de
5, 15, 30 e 100 pyg/mL) com a mesma analise (n = 5, precisdo intra-dia) e ao longo de uma série de analises (n = 5, a precisdo inter-dia). Tanto a precisdo intra-dia e
inter-dia serd calculada com a seguinte formula:

CV% = } ((Desvio padr&o)/Média{ )x 100

A precisdo relativa serd determinada através do calculo da precisdo por cento, pela equagdo:
Acurécia % =} ((Média da concentragdo mensurada)/(Concentragdo nominal){)x 100

Serd determinado o limite de quantificagdo (LLOQ). Os ensaios de recuperagdo neste estudo serdo realizados comparando as areas dos picos do padr&o interno e da
dipirona, MAA e AA em amostras plasmaticas, extraido segundo o método ja descrito. Os compostos de interesse em concentragdes correspondentes a 100% de
recuperagdo serdo adicionados de forma semelhante pds-extraida do plasma em branco.

- Estabilidade
A estabilidade da dipirona, MAA e AA em plasma felino sera testada em trés ciclos de congelagdo-descongelagdo com amostras de plasma branco enriquecido com quatro
diferentes concentragdes. Estas amostras serdo armazenadas congeladas a -20 °C e analisada nos dias 0, 1 e 5.

2.5. Analises farmacocinéticas e estatisticas

A analise farmacocinética da dipirona e seus metabdlitos serd realizada de acordo com um método ndo compartimental, usando o software WinNonlin (PharsightCo., CA,
versdo 2.0). A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e o tempo para que ela fosse estabelecida (Tmax) foram obtidas diretamente da observag&o dos dados. A AUCt
sera calculada pelo método trapezoidal. O AUCInf sera calculado como AUCt + Ct / Ke, onde Ct corresponde a Ultima concentragdo quantificavel, Ke a constante de
velocidade de eliminagdo terminal de e sera determinada por minimos quadrados. A andlise de regressdo durante a fase log-linear terminal do curva de concentragdo-
tempo. O T %2 serd o valor obtido substituindo a férmula 0.693/Ke.

A analise estatistica de variancia (ANOVA) de AUCt, AUCinf e Cmax serdo calculados apds transformagéo dos dados para os seus valores logaritmicas (In). Usando a
variancia do erro (S2), obtidos a partir da analise de varidncia, os intervalos de confianga de 90% (CI) seré&o calculados.

ELABORAGAO DE PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO FARMACOTERAPEUTICO PARA ASININOS (Equus asinos)

Serd proposto um protocolo de acompanhamento farmacoterapéutico aos asininos assistidos pelo hospital de medicina veterinéria da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), com base nos resultados de farmacocinética, reagdes adversas e monitoramento plasmatico ap6s administragdes repetidas de doses. Neste
protocolo sera incluida também uma investigagdo quanto a toleréncia do opidide pelo animal.

Referéncias

ALVES, Daniela P.; DUARTE, Igor DG. Involvement of ATP-sensitive K+ channels in the peripheral antinociceptive effect induced by dipyrone. European journal of
pharmacology, v. 444, n. 1-2, p. 47-52, 2002.

DOMINGUEZ-RAMIREZ, Adriana Miriam et al. High-performance liquid chromatographic assay for metamizol metabolites in rat plasma: application to pharmacokinetic
studies. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis, v. 71, p. 173-178, 2012.

KANG, Ju-Seop; LEE, Min-Ho. Overview of therapeutic drug monitoring. The Korean journal of internal medicine, v. 24, n. 1, p. 1, 2009.

LEVY, M.; FLUSSER, D.; ZYLBER-KATZ, E.; GRANIT, L. Plasma kinetics of dipyrone metabolites in rapid and slow acetylators. European Journal of Clinical Pharmacology, v.
27,n. 4, p. 453-458, 1984. | 5 | i i

LOPEZ-MUNOZ, F. J.; SORIA-ARTECHE, O.; LOPEZ, J. R. M.; HURTADO Y DE LA PENA, M.; GARCIA, M. C. L.; MORENO-ROCHA, L. A.; DOMINGUEZ-RAMIREZ, A. M.
Antinociceptive activity of metamizol metabolites in a rat model of arthritic pain. Drug Development Research, v. 74, n. 5, p. 332-338, 2013.

POVEDA, Raquel et al. Interaction between metamizol and tramadol in a model of acute visceral pain in rats. European Journal of Pain, v. 7, n. 5, p. 439-448, 2003.
SCOTT, Lesley J.; PERRY, Caroline M. Tramadol. Drugs, v. 60, n. 1, p. 139-176, 2000.

SCHUG, S. A.; MANOPAS, A. Update on the role of non-opioids for postoperative pain treatment. Best Practice and Research: Clinical Anaesthesiology, v. 21, n. 1, p. 15—
30, 2007.

FINANCIAMENTOS
Entidade Financiadora N_ature_za do Da_ta_ Data Fim Valor
Financiamento Inicio
goordgnagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Bolsa 01/06/2020 31/12/2021 108.054,00
uperior
MEMBROS DO PROJETO
CPF Nome Categoria CH Dedicada Fungao

064.940.074-73 TALYTA LINS NUNES EXTERNO N&o informada Membro



CPF Nome Categoria CH Dedicada Fungao
362.613.003-72 VALERIA VERAS DE PAULA DOCENTE Né&o informada Coordenador
028.661.484-79 WIRTON PEIXOTO COSTA DOCENTE N&o informada Membro
432.143.633-87 RAIMUNDO ALVES BARRETO JUNIOR DOCENTE Né&o informada Membro
017.131.624-07 RYSHELY SONALY DE MOURA BORGES DISCENTE N&o informada Membro
075.010.124-58 LUA BARBALHO DE MACEDO DISCENTE Né&o informada Membro

JOSE TRINIDADE PEREZ URIZAR EXTERNO N&o informada Membro
012.044.534-46 LILIAN GRACE DA SILVA SOLON EXTERNO Né&o informada Vice-Coordenador

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

2020
Atividade

Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

AQUISICAO DE
CONSUMIVEIS E
REAGENTES

SELEGCAO DOS ANIMAIS.

ADMINISTRAGAO DOS
FARMACOS NOS ASININOS

MONITORAMENTO DOS
EFEITOS ADVERSOS

AVALIAGAO BIOQUiMICA
RENAL E HEPATICA

PREPARAGAO DAS
AMOSTRAS E AVALIAGAO
DOS INTERFERENTES;

AVALIAGAO DA PRECISAO,
EXATIDAO E ROBUSTEZ;

ANALISES
CROMATOGRAFICAS DAS
AMOSTRAS E
DETERMINAGAO DAS
CONCENTRAGOES
PLASMATICAS

REVISAO DE LITERATURA E
ATUALIZACAO
BIBLIOGRAFICA

ANALISES ESTATISITCAS

ELABORAGCAO DOS
RESUMOS E ARTIGOS.

REDAGAO DO RELATORIO
PARCIAL E FINAL

AVALIAGOES DO PROJETO

HisTORICcO DO PROJETO

Data Situagao
14/05/2020 11:51 CADASTRO EM ANDAMENTO
15/05/2020 10:00 CADASTRADO

15/05/2020 10:00
19/05/2020 15:46

AGUARDANDO APROVACAO CEUA
AGUARDANDO AUTORIZAGAO DA UNIDADE

2021

Usuario

VALERIA VERAS DE PAULA (valeriavp)
VALERIA VERAS DE PAULA (valeriavp)
VALERIA VERAS DE PAULA (valeriavp)
EMANUELLE FONTENELE RABELO (rabelo.ef)



