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aquaticos. Tais estudos sdo necessarios para o desenvolvimento de qualidade e
até mesmo para o melhoramento da produgao. Até o presente momento, o Le-
naq gerou 17 resumos publicados em cinco diferentes eventos cientificos, além
de duas dissertagdes de mestrado. Os resultados também tem sido divulgados
em palestras e cursos destinados aos piscicultores e técnicos.
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Avaliacao do risco de intoxicacdo humana por Zn, Cu,
Mn, Fe pelo consumo de mexilhdes de cultivo comercial
no estado do Rio de Janeiro

Risk assessment of human contamination by Zn, Cu, Mn, Fe through
consumption of farmed mussels from Rio de Janeiro State, Brazil

Lino, A. S.; Galvdo, P. M. A; Longo, R. T. L.;. Torres, J. P. M.; Meire, R. O.;
Pizzochero, A.C.; Botaro, D.; Malm, O.

Os efluentes domésticos, de industrias ou de mineragdes sao as principais
fontes de metais pesados para os ecossistemas aquaticos, estando principal-
mente associados ao material particulado em suspensao. Os moluscos bivalves,
por serem sedentdrios e apresentarem habito alimentar filtrador, se mostram
como um bom biomonitor, podendo acumular metais em seus tecidos. A ma-
ricultura de mexilhdes é o cultivo desses organismos nos seus habitats natu-
rais, geralmente com objetivos comerciais vem crescendo a uma taxa muito
elevada. O consumo humano de bivalves com concentra¢des de metais acima
do limite determinado pela World and Health Organization (WHO) pode cau-
sar danos a saude publica. Zinco (Zn), Cobre (Cu), Manganés (Mn) e Ferro
(Fe), apesar de desempenharem fungoes bioldgicas, quando ingeridos em altas
concentragdes, causam sérios riscos a biota e a0 homem, podendo, em certos
casos, provocar a morte. No Estado do Rio de Janeiro (R]), o mexilhdo Perna
perna L. é cultivado na Baia de Sepetiba (BS), Baia de Ilha Grande (BIG), Baia
de Guanabara (BG) e Arraial do Cabo (AC), possibilitando, assim, um estudo
de monitoragdo que abrange diferentes regides do R]. Com o objetivo de veri-
ficar se os mexilhdes P. perna L. cultivados na BS, AC, BG e BIG estavam com
concentragdes de Zn, Cu, Mn e Fe abaixo do maximo permitido pela WHO
para o consumo humano, foram coletados os bivalves dos locais citados acima
no final das estagdes de verdo e inverno de 2009. Os metais foram extraidos do
tecido dos bivalves adicionando-se uma mistura dcida de HNO3 + HCI (3:1) e
as concentragdes determinadas por espectrometria de absor¢do atdmica por
chama (AA240FS-Varian) sendo expressas em fungdo do peso imido (ug/g).
Junto ao procedimento de extragdo e determinagdo da concentragido dos me-
tais nas amostras foi concomitantemente utilizado material certificado de
referéncia (NIST-2976) para fins de controle de qualidade. As concentragdes
de Zn, Cu, Mn e Fe verificadas nos mexilhdes estavam abaixo do limite de
ingestdo determinado pela WHO (Zn = 300 pg/kg/dia; Cu = 10 pug/kg/dia; Mn
= 60 pg/kg/dia e Fe = 800 pg/kg/dia). Assumindo-se as maiores concentragdes
de metais encontradas nos mexilhdes e considerando-se a massa umida deles
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igual a 6g, as cargas encontradas foram: Zn = 83 pg; Cu =2 ug; Mn = 41 ug e Fe
= 768 pg. Portanto, uma pessoa de 70 kg poderia consumir até 72 mexilhoes

por dia sem riscos, considerando-se apenas a contaminagdo por esses metais.
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Characterization of antigenic composition of Neospora caninum for
the production of diagnostic kits and vaccine protocols
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Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério, do filo Api-
complexa, filogeneticamente relacionado ao Toxoplasma gondii. Relacionado
a abortamento bovino desde a década de 9o, tem despertado interesse cres-
cente de pesquisadores do mundo todo. A julgar pelo fato que o Brasil possui
o maior rebanho bovino comercial do mundo, considera-se que o impacto
dessa parasitose sobre a cadeia de produgao de carne e leite nacionais apresente
importante magnitude. Varios tipos de vacinas contra N. caninum tém sido
avaliadas, contudo a protegao conferida ¢ parcial e dependente dos adjuvantes
utilizados. O diagnostico laboratorial da neosporose é classicamente realizado
com o teste de imunofluorescéncia indireto, que apresenta limitagdes como a
interpretagao subjetiva do observador. Objetivando avaliar o perfil de reco-
nhecimento antigénico em bovinos com infec¢io por N. caninum, amostras de
soro foram avaliadas por Western blot (WB). Apos o tratamento das amostras
sorologicas com 6M de ureia a banda de 42 kDa passou a nio ser reconhecida
em soros de fase aguda, indicando ser um possivel marcador de infecgdo re-
cente da neosporose. Quando realizada andlise com amostras de fase cronica
da doenga, houve o surgimento de proteinas de baixo peso molecular, variando
entre 23-29 kDa, reconhecidas por anticorpos de alta avidez. Esses dados po-
dem indicar que proteinas de baixo peso molecular possuam potencial para
serem utilizadas na produgdo de insumos como marcadores de fase cronica da
doenga de neosporose. Para avaliar o perfil soroldgico de reagao cruzada entre
N. caninum e T. gondii, o soro de animais infectados com ambos os parasitos
foi submetido a WB contendo antigenos solaveis de N. caninum (NLA), a an-
tigeno soltvel de T. gondii (STAg), a antigeno secretado/excretado de T. gondii
(ESA) e a STAG sem a presenca de antigeno secretado/excretado de T. gondii
(STAg-ESA). Por ELISA, pode ser observado que soros de animais infectados
com N. caninum ndo apresentaram reatividade cruzada com ESA (IE < 1,0),
mas todos os animais apresentaram IE > 1,2 quando submetidos a reagao com
STAG-ESA. Por WB, as mesmas amostras de soro nao reconheceram protei-
nas de baixo peso molecular de STAg, apresentando reatividade cruzada com
bandas de 80, 53, 46 e 42 kDa. Ainda avaliando-se reatividade cruzada desses
animais, foram constatadas reagao cruzada com proteinas de 82 kDa de ESA e
82 e 75 kDa de STAG-ESA. Assim, o presente projeto apontou alvos proteicos
para a confecgao de ensaios especificos para o diagnéstico, bem como proto-
colos seguros e eficientes de vacinagdo contra a neosporose bovina.


patricia
Rectangle


Apoio: Mapa/SDE/CNPq, Capes, Fapemig.

Universidade Federal de Uberldndia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Laboratério de Imunoparasitologia “Mario Endsfeldz Camargo”

Av. Pard, 1720, CEP 38402-030, Uberldndia, MG, Brasil.

E-mail: jrmineo@ufu.br

Increase of scientific and technology competence to control Neospora
caninum in cattle for agricultural national defense
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A neosporose ¢ uma enfermidade parasitaria considerada como uma das
principais doengas reprodutivas em animais domésticos de produgdo em todo
o mundo. Grande parte das infec¢des em bovinos € origindria da transmissio
vertical. Sendo assim, os principais objetivos deste estudo foram: determinar a
patogenia da infecgdo transplacentdria em fémeas bovinas inoculadas com N.
caninum; padronizar as técnicas de extragao de DNA do N. caninum utilizando-
se diferentes tecidos obtidos de modelos experimentais; e implementar a técnica
de gPCR para diagndstico de neosporose e determinar a presenga de N. cani-
num nas diferentes dreas do sistema nervoso e nos diferentes érgaos de fetos
bovinos. Camundongos foram submetidos a inoculagdo de N. caninum e sacri-
ficados para coleta de segmentos do sistema nervoso central para padronizagao
das técnicas de detec¢ido por PCR convencional. Para a obtengio do antigeno,
taquizoitos da cepa NC-1do N. caninum foram inoculados em cultivo de células
Vero para multiplicagdo até alcangar um titulo aproximado de 1 x 107 taquizo-
ito/mL. Trinta vacas soronegativas ao protozodrio foram alocadas em diferentes
grupos: G1 (n = 9) inoculagao com N. caninum e apds 60 dias foram submetidos
ao protocolo de IATF (60d + IATF); G2 (n = 11) inoculagdo com N. caninum 60
dias ap6s a IATF (IATF + 60d); e G3 (n = 9) soronegativos para N. caninum sub-
metidos a IATF (controle). Os animais foram monitorados por ultrassonografia
35 dias ap6s IATF até a interrupgdo da gestagdo por cesdrea aos 170 dias para a
realizagdo das andlises do tecido fetal. As amostras fetais foram submetidas a
extragdo de DNA para avaliagdo quantitativa da presenca do N. caninum por
qPCR com a utilizagdo de uma sonda TagMan desenhada a partir da sequéncia
do gene Ncs (GenBank: X84238). Como controle, foi utilizada a detecgao através
de PCR convencional, amostras de taquizoitos cultivados in vitro e IPC para a
reacdo de presenca/auséncia pela técnica de TagMan. As taxas de prenhez aos 35
dias dos animais previamente inoculados 6od + IATF (4/9; 44,4%) foram maio-
res do que no grupo-controle (8/9; 88,8%) (P < 0,05). Aos 60 dias, 0 grupo 6od
+ IATF (o/4; 0%) mostrou-se diferente quando comparado aos grupos IATF +
60d (5/7; 71,4%) e controle (6/8; 75,0%) (P < 0,05). Com a TagMan foi observada
a presenca do DNA de N. caninum no bulbo olfatdrio e cértex posterior direito
de 3/5 fetos provenientes do grupo inoculado apds a IATE. Com esses resultados
ficou demonstrado que a técnica de gPCR mostrou-se capaz de detectar o DNA
do protozoario no SNC fetal. Conclui-se que houve infecgdo transplacentéaria
nos animais inoculados ap6s a IATF e que o protozodrio N. caninum interferiu
negativamente na gestagio dos animais inoculados.
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Detection of antibodies against Neospora caninum in individual
and bulk milk samples from cattle by the technique of indirect
immunofluorescence assay
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Neospora caninum é um agente envolvido em perdas reprodutivas em bovi-
nos. Essas manifestagdes induzidas pelo parasito causam relevantes prejuizos aos
rebanhos de corte e leite. O diagnostico dessa infecgdo é de grande importéncia,
principalmente para programas de erradicagao e controle. Sendo assim, os ob-
jetivos deste estudo foram: adaptar uma reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para detecgdo de anticorpos anti-N. caninum no leite, a partir de uma
RIFI padronizada para a detecgao desses anticorpos no soro sanguineo; analisar
a concordancia entre a detecgdo desses anticorpos pela RIFI no soro sangui-
neo e no leite de fémeas bovinas; e avaliar a viabilidade da RIFI para a detecgdo
de anticorpos anti-N. caninum em amostras coletivas de leite. Foram testadas
amostras de soro sanguineo e de leite, coletadas de 112 vacas em lactagio, e seis
amostras coletivas de leite, correspondentes a cada uma das propriedades avalia-
das localizadas na regido central do Rio Grande do Sul. As amostras de sangue
foram coletadas por pungéo da veia coccigea e identificadas individualmente. As
amostras de leite individuais foram coletadas de todos os animais em lactacéo,
em tubos de ensaio estéreis. Em cada propriedade, foi coletada uma amostra
coletiva de leite, 15 mL aproximadamente, do tanque refrigerado, o qual continha
a totalidade do leite coletado das vacas avaliadas. A pesquisa de imunoglobuli-
nas da classe G anti-N. caninum no soro sanguineo e no leite foi efetuada pela
RIFI. Encontrou-se 78% de concordancia entre a detecgao de anticorpos no soro
sanguineo (com titulo de anticorpos > 50) e no leite, com sensibilidade de 90%
e especificidade de 100% para a RIFI nas amostras de leite. Entretanto, para as
vacas com titulos de anticorpos = 100 no soro sanguineo, tanto a concordancia
como os valores de sensibilidade e especificidade da RIFI no leite foram de 100%.
Todas as amostras coletivas de leite foram positivas na RIFI. Isso demonstra que,
conforme a propriedade, pode-se eleger com seguranga qual a melhor aborda-
gem diagnostica a ser adotada em relagdo a coleta de soro sanguineo ou de leite
para a pesquisa de N. caninum pela RIFI. Além disso, a determinacao da pre-
senga de anticorpos em amostras coletivas de leite pode servir para diagndstico
e triagem de rebanhos com animais infectados.
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