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RESUMO

Com o objetivo de analisar a ocorréncia de Toxoplasma gondii em bufalos da Ilha de Marajé
através de método sorolégico e molecular, foram coletadas amostras de sangue e tecido
cerebral de 100 budfalos. Os soros sanguineos foram submetidos & Reagdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando a diluicdo 1:64 como ponto de corte para T.
gondii, essas amostras foram testadas para detectar a presenca de anticorpos IgG anti-T.
gondii. Para confirmar a presenca do gene B1 de T. gondii no material génomico de sangue e
tecido cerebral, as amostras foram submetidas a amplificacdo por reacdo em cadeia pela
polimerase (Nested-PCR). Dentre os soros de bufalos testados, 14 (14%) foram reagentes
contra o T. gondii pela técnica da RIFI, enquanto que as amostras de sangue e tecido cerebral
testados 4 (4%) foram amplificados 0 DNA de T. gondii pela técnica da PCR, sendo 3 (3%)
em amostras de sangue e 1(1%) em amostras de tecido cerebral. Apesar da baixa ocorréncia
de anticorpos IgG anti-T. gondii em soro de bdfalos, pode-se concluir que a infeccao por este
protozodario encontra-se presente em bufalos criados na llha de Marajo, além disso, foi
possivel a detectar o material gendmico do T. gondii, em amostras de sangue e tecido
cerebral desses animais, havendo assim, a necessidade de mais pesquisas , utilizando a técnica
molecular no diagnostico da toxoplasmose uma vez que, a detec¢do do bioagente em bufalos
torna ainda mais relevante a importancia desses animais na cadeia epidemioldgica da

toxoplasmose como provaveis fontes de infeccdo principalmente para o ser humano.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, bufalo, RIFI, nested PCR.



ABSTRACT

In order to analyze the occurrence of Toxoplasma gondii in buffalo Marajo Island by
serological and molecular method, blood samples and brain tissue of 100 buffaloes were
collected. Blood sera were tested by indirect immunofluorescence assay (IFA) using a 1:64
dilution as the cutoff point for T. gondii, these samples were tested for the presence of
antibodies 1gG anti-T. gondii. To confirm the presence of T. gondii B1 gene in genomic
material of blood and brain tissue samples were subjected to amplification by polymerase
chain reaction (nested PCR). Among the tested sera buffaloes, 14 (14%) were reactive against
T. gondii by the IFA technique, while blood samples and brain tissue tested 4- (4%) were
amplified DNA by the technique of T. gondii PCR, 3 (3%) in blood samples and 1 (1%) in
brain tissue samples. Despite the low occurrence of antibodies anti-T. gondii in serum buffalo,
it can be concluded that infection by this parasite is present in buffalo breed in Marajo,
moreover, it was possible to detect the genomic material of T. gondii in blood samples and
brain tissue these animals, thus there is the need for further research, using the molecular
technique for the diagnosis of toxoplasmosis since the detection of the bioagent buffaloes
becomes even more relevant to the importance of these animals in the epidemiological cycle
of toxoplasmosis as possible sources of infection primarily for the human being.

Keywords: Toxoplasma gondii, buffalo, IFAT, nested PCR.
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I. INTRODUCAO

O Estado do Pard possui um dos maiores rebanhos bubalino do Brasil, e lidera o
ranking nacional com 507.882 cabecas, sendo os principais municipios produtores: Chaves,
Soure, Cachoeira do Arari e Almeirim (BOLETIM..., 2015). Com um aumento na producdo e
comercializacdo de bubalinos, expandiu-se, também a fiscalizacdo e o controle sanitario dessa
espécie (DINAMICA..., 2012).

A toxoplasmose é uma zoonose de ampla distribuicdo mundial causada pelo
protozoario intracelular obrigatério Toxoplasma gondii, que tem como hospedeiros definitivos
os felideos domésticos e selvagens e, como hospedeiros intermediarios mamiferos e aves
(NEMATOLLAHI; MOGHDDAM, 2008; WEBSTER, 2010).

Na espécie bubalina as prevaléncias por T. gondii sdo menores que as registradas para
a espécie ovina (HILL; DUBEY, 2002), que além de apresentarem uma alta soropositividade
para Toxoplasmose, os cistos do T. gondii podem ser detectados em varios tecidos do animal
como: lingua, diafragma, masseter, 0s musculos da perna e intercostais e em maior quantidade
no cérebro, segundo estudo realizado por Yildiz et al. (2014).

Os felideos apresentam grande importancia devido serem os disseminadores do
oocisto contaminando o ambiente, com isso outros animais acabam predispostos a infeccao
por T. gondii devido seu h&bito alimentar e o contato direto com o solo contaminado
(LANGONI et al., 2006). Nos animais infectados os cistos do T. gondii estdo em diferentes
Orgdos e musculos e a viabilidade varia de acordo com a espécie animal e normalmente nao
sdo detectados durante a inspecdo da carne no abatedouro (DUBEY, 1988; TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Nos seres humanos o consumo de carne contaminada representa uma das maiores
fontes de infeccdo por T. gondii devido a habitos culturais como a ingestdo de carne crua ou
mal cozida (MILLAR et al., 2008; PERDONCINI et al., 2010). Contudo, Millar et al. (2008)
afirmaram que alguns procedimentos como o congelamento, defumacdo, salga e fritura
favorece a destruicdo dos cistos deste protozoario em carnes e derivados. Nos animais de
producdo, a toxoplasmose pode causar prejuizos econdmicos devido a problemas reprodutivos
como abortamentos, natimortos, fetos mumificados e repeticdo de cio (SPOSITO FILHA;
OLIVEIRA, 2009).

Devido a toxoplasmose ndo apresentar sintomas clinicos especificos em animais, o seu
diagnostico baseia-se principalmente em exames soroldgicos (LIU et al., 2015), em que a

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é classificada como uma técnica padrdo ouro
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para o diagnostico da toxoplasmose animal (COLA et al., 2010), outra técnica que pode ser
utilizada é a histopatologia, sendo um indicador efetivo na presenca ou auséncia do parasito
nos tecidos (SUDAN et al., 2015).

O diagndstico molecular é um método que pode ser associado aos testes soroldgicos,
identificando o DNA do T. gondii em amostras bioldgicas através da reagdo em cadeia
mediada pela polimerase (PCR), proporcionando uma alta sensibilidade (DUBEY, 2010;
CARNEIRO, 2011).

Com a demanda crescente na producdo de bdfalos no Estado do Pard, a
comercializacdo de seus produtos principalmente a carne e o leite vem conquistando o
mercado consumidor, que esta cada vez mais exigente, requerendo um maior controle
sanitario desta espécie, que pode se tornar hospedeiro intermediario de T. gondii e atuar como
fonte de infeccdo para o homem, aliado a escassez de dados sobre esse protozoario na regido
Norte do Brasil e sua importancia na cadeia produtiva do bufalo, a presente pesquisa propde
analisar a ocorréncia de T. gondii em bufalos da Ilha de Maraj6 através de método soroldgico

e molecular.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BUBALINOCULTURA E SUA IMPORTANCIA

De origem asiatica, o bafalo doméstico (Bubalus bubalis) chegou ao Brasil por volta
de 1895, na Ilha de Marajo, Estado do Para, com animais da raga mediterraneo oriundos da
Itadlia (LOURENCO JUNIOR; GARCIA, 2008). Com um maior conhecimento sobre sua
potencialidade e caracteristicas produtivas, essa espécie se dispersou por varias regioes
brasileiras (BERNARDES, 2007).

Segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) séo reconhecidos
no Brasil quatros ragas: Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi e Carabao (ABCB, 2016). S&o
excelentes produtores de carne, leite e aptas ao trabalho, sendo considerados animais de tripla
aptiddo, além disso, devido a sua rusticidade esses animais sdo adaptados a pastagens
alagadicas e de baixas fertilidades, capazes de converter alimentos fibrosos em proteinas de
alto valor (OLIVEIRA, 2005).

A demanda crescente por proteina animal torna o bufalo cada vez mais importante no
setor pecuario, aumentando o interesse pela bubalinocultura que devido suas peculiaridades
torna-se importante explorar seu potencial (LOURENCO JUNIOR; GARCIA, 2008).

O mercado para produtos bubalinos é crescente, o leite € de melhor qualidade que o
bovino, sendo utilizado principalmente na producdo de queijo mozzarella (GOMES, 2013), a
carne bubalina é mais magra com menos colesterol que a bovina, além de ser mais saborosa e
suculenta, atende as exigéncias do consumidor atual que procura por alimentos saudaveis
(OLIVEIRA et al., 2005), o couro também € bastante valorizado, € uma matéria prima muito
utilizada nas industrias moveleiras, automobilisticas, confeccdes e calcados, devido possuir
caracteristicas como alta resisténcia, baixa porosidade e capacidade de transformacdo em
produtos finos (BERNADES, 2011).

No Estado do Paré os grandes rebanhos bubalinos estdo concentrados no Arquipélago
do Marajo, onde as fazendas sdo bastante extensas e 0s animais sdo criados soltos em pastos,
impossibilitando o controle do rebanho e utilizagdo de técnicas produtivas, aliado a isso estdo
as adversidades climaticas, com um longo periodo de seca e outro de muita chuva. Ademais,
as préaticas de manejo séo inadequadas com uma precaria sanidade do rebanho, sendo esses 0s
principais fatores limitantes e entraves & producdo de bufalos na regido marajoara
(BARBOSA, 2005).
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A bubalinocultura na regido da llha de Marajé ainda é precaria, com falta de
modernizacdo tecnoldgica das fazendas, aliado a inexisténcia de locais de abate na regido de
forma que o escoamento da producdo é realizado atraveés do gado em pé, o que reduz a
competitividade local em relacdo as demais regides produtoras do Estado do Para (BRASIL,
2007).

2.2 TOXOPLASMOSE

2.2.1 Etiologia e Ciclo Evolutivo

T. gondii é um protozoario da Ordem Eucoccidiida e Familia Sarcocystidae
(KAWAZOE, 2005), que apresenta um ciclo evolutivo heteroxeno (Figura 1), com dois tipos
de reproducdo: uma assexuada nos hospedeiros intermediarios e outra sexuada nos
hospedeiros definitivos, os quais eliminam em suas fezes oocistos ndo esporulados que em
condi¢cdes ambientais favoraveis se tornam infectantes (TENTER, 2009; BAYARRI et al.,
2012).

O parasita apresenta trés formas infectantes: Os taquizoitos presentes nas infeccGes
agudas que se proliferam rapidamente e podem infectar o sistema nervoso central (SNC) e a
musculatura (ACHA; SZYFRES, 2003; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). Os bradizoitas
apresentam uma proliferacdo mais lenta e estdo presentes nas infecgdes cronicas podendo
persistir no tecido durante toda a vida do hospedeiro (LOPES; BERTO, 2012).

Os bradizoitas acumulam-se no citoplasma das células, formando um cisto, que sao
encontrados frequentemente em 6rgdos viscerais, tecido nervoso e musculos esquelético e
cardiaco (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). J& os esporozoitos sdo formas que se
desenvolvem dentro de esporocistos no ambiente externo apds excrecdo dos oocistos nas
fezes dos felideos (LOPES; BERTO, 2012).

O ciclo sexuado tem inicio quando os cistos teciduais contendo bradizoitas ou oocistos
com esporozoitas sdo ingeridos pelo hospedeiro definitivo (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000), ap0ds a ingestdo os bradizoitas penetram nas células epiteliais do intestino
delgado onde ocorre multiplicacdo assexuada para em seguida iniciar o ciclo sexual
(gametogonia), resultando na formacdo de oocistos que sdo eliminados nas fezes, que
esporulam apdés 1 a 5 dias no meio ambiente (CFSPH, 2005). Cada oocisto produz dois

esporocistos que contem quatro esporozoitos cada, sendo altamente infectantes e que
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permanecem na natureza por Varios anos, podendo ser ingeridos por outros animais e 0 ser
humano (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

No hospedeiro intermediario, ap6s a ingestdo do parasito, bradizoitas ou esporozoitos,
chegam ao intestino delgado e invadem as células epiteliais, onde se transformam em
taquizoitos que se multiplicam e disseminam no organismo através do sangue e linfa, depois
de alguns ciclos de multiplicacdo o hospedeiro desenvolve um grau de imunidade, a partir
desse momento os taquizoitos ddo origem aos bradizoitos revestidos por uma membrana,
formando um cisto (DUBEY, 2004). Esses cistos teciduais podem localizar-se no cérebro,
masculos esqueléticos e cardiacos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Figura 1 - Ciclo evolutivo do T. gondii.

Hospedeiro
Definitivo
(Gato)

Oocistos esporulados

excretados nas fezes
Cistos teciduais

ingeridos pelo gato = v L [

Cistos teciduais em hOspedeiros intermediarios
Cistos

teciduais
ingerido em
carne crua
Taquizoitas infectada
transmitidos pela %
placenta Oocistos na
alimentagéo,
Alimentos e 4gua agua ou solo
contaminados -
Ingerido pelo
hospedeiro
Intermediério
Hospedeiro Oocistos esporulados
Intermediario g

infectado

Fonte: (HILL; DUBEY, 2002).
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2.2.2 Epidemiologia

A Toxoplasmose ¢ bastante prevalente em seres humanos e animais (HILL; DUBEY,
2002), encontrando-se amplamente disseminada e com incidéncia variavel em diferentes
regibes do mundo (COSTA et al., 2008). E uma enfermidade de importancia médica e
veterinaria, devido aos sérios problemas de salde que causa nas diversas espécies de
hospedeiros intermediarios (SILVA et al., 2006).

Os felideos desempenham um papel fundamental na cadeia epidemioldgica da
toxoplasmose pelo fato de eliminarem em suas fezes os oocistos que contaminam 0s seres
humanos e animais (MILLAR et al., 2008). Nesse sentido, aproximadamente 200 espécies de
mamiferos e aves ja foram confirmadas com a infeccdo por toxoplasmose (ACHA,
SZYFRES, 2003) e nos animais de produc¢do, 0s caprinos, ovinos e suinos apresentam-se mais
sensiveis a infec¢do do que os bovinos (MILLAR et al., 2008).

Estudos de Marques et al. (2009) em animais de algumas propriedades rurais do Mato
Grosso do Sul detectaram anticorpos anti-T. gondii nas seguintes espécies: 57,14% em gatos,
22,89% em aves, 5,15% em bovinos, 47,61% em caes, 60,87% em equideos e 14,7% em
suinos. Ja Silva et al. (2003) verificaram a presenca de anti-T. gondii em 35,3% e 40,4% de
ovinos e caprinos em duas regides do Estado de Pernambuco.

Em animais silvestres a infeccdo causada pela toxoplasmose também foi referida em
estudo realizado por Ferraroni e Marzochi (1980) na Amazonia, em que de 104 animais
analisados, foram reagentes 75% dos felideos (Felis sp.), 63,6% dos marsupiais (Didelphis
marsupialis e Marmosa sp.), 63,3% dos primatas (Saimiri sp.) e 61,1% dos roedores
(Proechimys sp.).

A importdncia da espécie bovina e bubalina como fonte de infeccdo pode ser
observada em algumas regiGes do mundo em que levantamentos soroldgicos foram realizados

para demonstrar a presenca de anticorpos anti-T. gondii (Tabela 1).

Tabela 1 - Presenca de anticorpos de T. gondii em bovinos e bubalinos segundo o teste
utilizado e o percentual da presenca de anticorpos anti-T. gondii em diversos paises.

Pais Teste Espécie % Referéncia
Brasil RIFI Bubalino 49,9 Souza et al., 2001
Brasil RIFI Bovino 49,17 Costa et al., 2001
Turquia RIFI Bovino 30,61 Nalbantoulu et al., 2002

india TAM? Bubalino 100 Selvaraj et al., 2007



Ird RIFI° Bovino 15,91 Nematollahi; Moghddam, 2008
Brasil HAI° Bovina, bubalina 53,4e57,1 Benigno et al., 2009
Brasil RIFI Bovino 11,83 Spagnol et al., 2009
Brasil RIFI Bovino 30,8 Moura et al., 2010
Brasil RIFI Bubalino 1,1 Silvaetal., 2010
Brasil RIFI Bovino 1,96 Luciano et al., 2011
Brasil RIFI Bovino 29,1 Macedo et al., 2012

Peru HAI e RIFI Bubalino 11,2¢e 8,8 Esteves etal., 2013
Brasil  RIFl e ELISA® Bubalino 86,5 Silvaetal.,, 2013
Brasil RIFI Bovina, bubalina 17,4 e 27,2 Santos et al., 2013
Brasil RIFI Bovino 2,68 Fajardo et al., 2013
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(@) Teste de Aglutinacdo Modificado; (b) Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; (¢) Hemoaglutinagdo
Indireta; (d) Ensaio Imunoenzimatico

Achados de anticorpos contra T. gondii apenas s&o indicadores da infeccdo no
hospedeiro e ndo determinam a presenca de cistos teciduais infecciosos (YILDIZ et al., 2014),
no entanto, os cistos ja foram identificados em varios tecidos e 6rgdos de ovinos, caprinos e
bovino, bem como carne de prateleira de bufalos, sendo confirmados por técnica molecular
pela deteccdo do DNA do parasita (RAHDAR; SAMARBAF-ZADEH; ARAB, 2012;
GENCAY et al., 2013; YILDIZ et al., 2014). Através de inoculacdo experimental de oocistos
por via oral em espécies de ruminantes (Bos indicus, Bos taurus e Bubalus bubalis), também
pode-se fazer o isolamento do T. gondii de diversos tecidos ( OLIVEIRA et al., 2001).

No Brasil, surtos de toxoplasmose ja foram relatados em seres humanos por meio da
ingestdo de alimentos e carne contaminada com cistos de T. gondii (LOPES; BERTO, 2012).
Um surto de toxoplasmose humana ocorreu em 2004 no Distrito de Monte Dourado,
Municipio de Almeirim no Para, onde 40 individuos apresentaram perfil soroldgico de
toxoplasmose aguda. Na andlise epidemioldgica foi constatado que a provavel transmissao
teria sido pela ingestdo de alimentos contaminados com oocistos do parasito (CARMO et al.,
2010). Em Goias, no municipio de Anapolis, 61 casos de toxoplasmose em seres humanos
foram confirmados laboratorialmente e a provavel forma de transmissdo da doenca teria sido
pela ingestao de quibe cru (SVS, 2007).

Além disso, 0 manuseio de carcacas e visceras de animais contaminados também
representa um risco de infec¢do por toxoplasma para seres humanos. Um estudo realizado em
um frigorifico no Parana demonstrou que das 150 amostras de sangue dos funcionarios do

matadouro analisadas, 70% foram positivos para toxoplasmose (GONCALVES et al., 2006).
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Em oito indUstrias de embutidos de carne suina inspecionadas pelo Servico de Inspecdo
Municipal em Londrina, PR, Dias et al. (2005), detectaram em 47 amostras de sangue dos

trabalhadores, 59% de positividade para T. gondii.

2.2.3 Transmissao

No Brasil, habitos alimentares como a ingestdo de carne crua ou mal cozida,
principalmente a bovina, torna esta espécie uma importante fonte de transmissao de T. gondii
tanto para os seres humanos quanto para outros animais domeésticos carnivoros, que em
algumas regides sdo alimentados com sobras de carne e visceras cruas (MILLAR et al., 2008).

Segundo Casella et al. (2010), a transmissdo da toxoplasmose em animais e no ser
humano pode ocorre por trés vias: fecal-oral que ocorre por meio da ingestdo de oocistos
excretados nas fezes dos gatos que contaminam o solo, a &gua e 0s vegetais. Outra forma € o
carnivorismo, pela ingestdo de cistos teciduais presentes nas carnes e produtos de origem
animal crus ou mal cozidos. H& também a via transplacentaria cuja transmissdo ocorre da mae
para o feto pela passagem de taquizoitas, durante a infeccdo aguda, via circulagdo materna.

Em humanos a transmisséo também pode ocorrer por transfusdo de sangue, transplante
de orgdos e acidental, por auto-inoculacdo em laboratério (MONTOYA; LIESENFELD,
2004). De acordo com Kijlstra e Jongert (2008), a inalacdo de aerosso6is com particulas de
poeira pode ser considerada como meio de transmissdo. Entretanto Pereira, Franco e Leal
(2010) afirmam que o consumo de carne contaminada com o oocisto é a forma mais frequente
de adquirir a infeccéo.

A 4gua também € uma importante via de transmissdo para a toxoplasmose. No Brasil,
0 primeiro surto identificado em humano de toxoplasmose por ingestdo de agua contaminada
com oocistos ocorreu na cidade de Santa Isabel do Ivai, PR, em 2001, onde um dos

reservatorios de agua da cidade estava contaminado (FUNASA, 2002).

2.2.4 Diagnostico

A toxoplasmose ndo apresenta sinais clinicos especificos o que dificulta o diagnéstico
definitivo, além disso, na inspecdo post-mortem em animais ndo se pode identificar
macroscopicamente T. gondii, sendo necessario utilizar testes laboratoriais que detectam o
parasita no tecido ou a presenca de anticorpos especificos no soro (HILL; DUBEY, 2002;
BAYRRY etal., 2012).
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O diagnostico pelo método indireto é o mais utilizado (MONTOYA,; LIESENFELD,
2004), sendo realizado por meio de testes sorologicos o0s quais incluem ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), teste de fixacdo de
complemento (FC), teste do corante de Sabin-Feldman, hemaglutinacdo direta e indireta,
aglutinacdo em latex e testes de aglutinacdo modificados (CFSPH, 2005). Ja pelo método
direto o diagndstico pode ser realizado pela reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR),
isolamento e histologia (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A reacgdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é considerada de boa especificidade e
sensibilidade. A vantagem desse teste é que utiliza os parasitos preservados, fixados em
laminas de microscopia, sendo pratico e seguro na rotina laboratorial. Além disso, permite a
identificacdo dos anticorpos segundo as classes de imunoglobulinas, no entanto, interferéncias
de fatores reumatoides eventualmente presentes no soro podem apresentar resultados falso-
positivos de anticorpos IgM. Os testes para anticorpos IgM podem também revelar resultados
falso-negativos em virtude da competicdo entre os anticorpos IgG e IgM, que impedem que

estes se fixem aos antigenos parasitarios (COSTA et al., 2008).

A PCR permite demostrar a presenca do parasito e a capacidade de amplificar
fragmentos especificos de DNA a partir de fluidos corporais, tais como sangue, liquido
amnidtico, liquor cérebro-espinhal, humor aquoso, fluido de lavado bronco-alveolar e até
urina (GOMES, 2004).

2.2.6 Medidas de prevencéo e controle

Para prevenir a infec¢gdo em humanos devem ser usadas luvas durante a jardinagem e
as caixas de areia usadas por criangas devem ser cobertas quando ndo estiverem em uso, a fim
de evitar a exposicdo ao solo contaminado com oocistos do T. gondii (HILL; DUBEY, 2002).

Mulheres gravidas devem evitar o contato com cama de gatos, solo e carne crua. Além
disso, gatos domesticos devem ser alimentados somente com enlatados ou alimentos cozidos
e suas caixas de areia devem ser esvaziadas diariamente. Os legumes devem ser bem lavados
antes de comer, devido a possivel contaminacdo com fezes de gato. A agua utilizada para
consumo deve ser filtrada, evitando assim, agua de lagos, lagoas e rios (DUBEY, 2004).

Praticas de manejo sanitario devem ser adotadas para os animais de producéo,
realizando o controle de roedores e felinos nas instalacbes (PERDONCINI et al., 2010). Gatos

devem ser mantidos fora das areas de armazenamento de alimentos destinados a animais
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producdo, a fim de evitar a contaminacdo desses alimentos. Além disso, o controle de
roedores é fundamental para que os animais destinados a alimentacdo nédo se infectem com T.
gondii pela ingestdo de roedores que podem morrer nas areas de producdo (JONES; DUBEY,
2012).

Em propriedades rurais a castracdo de gatos é uma forma de controle da populacédo de
felinos, os quais ndo devem ser alimentados com carne crua. Fetos abortados e membranas
fetais de animais devem ser incinerados ou enterrados de forma a prevenir a infeccdo de
felinos e outros animais da fazenda (DUBEY, 2010).

Em alguns paises ja estdo disponiveis vacinas para os animais de producdo que sao
fabricadas com cepas ndo persistentes, a fim de reduzir o abortamento nas espécies mais
sensiveis (ovinos e caprinos), além de reduzir o risco de infeccdo do homem pelo consumo de
carne infectada (DUBEY, 1996). Toda carne para consumo deve ser cozida a uma
temperatura minima de 67°C (DUBEY, 2004), pois ainda sdo inexistentes métodos
economicamente Vvidveis que garantam ao consumidor um produto seguro, livre de
contaminacdo por T. gondii (MILLAR et al.,, 2008). Segundo Farjado et al. (2013) a
identificacdo de fatores de risco é fundamental para se estabelecer métodos adequados na
criagdo de animais, promovendo o controle e prevencdo de doencas, afim de produzir uma

carne para consumo humano livre das formas infectantes do parasita.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Pesquisar a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii através da técnica de diagndstico
soroldgica e deteccdo do parasito através da técnica de diagnostico molecular em amostras de
sangue e tecido cerebral de bubalinos procedentes da Ilha de Marajé, naturalmente infectados

por Toxoplasma gondii, comparando estas duas técnicas no diagnostico da Toxoplasmose.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a presenca de anticorpos 1gG anti-T. gondii em soros de bubalinos através da
RIFL.

e Fazer a deteccdo do T. gondii em amostras de sangue e tecido cerebral de bubalinos

pela técnica da PCR.

e Realizar estudo comparativo entre a PCR e RIFI no diagndstico da Toxoplasmose em
rebanhos bubalinos da Ilha do Maraj6.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 200 amostras (sangue, n=100 e tecido cerebral, n=100) de bubalinos,
procedentes da Ilha de Marajo, independente de idade e sexo, submetidos ao abate em um
abatedouro-frigorifico legalizado do municipio de Belém, no periodo de agosto a novembro
de 2015. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Para
(UFPA), Estado do Para, sob o nimero 07-2015.

As amostras foram obtidas ao longo do fluxograma de abate. Para a analise soroldgica
(RIFI), o sangue foi colhido durante a sangria em tubos vacutainer sem anticoagulante, num
volume aproximado de 8 mL e para as analises moleculares colheu-se aproximadamente 4 ml
de sangue em tubo vacutainer com anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-
Acético). Os tubos devidamente identificados foram e mantidos sob refrigeracdo para
posterior processamento.

De cada animal foi coletado o tecido cerebral, que foi identificado e acondicionado em
sacos plasticos estéreis e mantidos sob refrigeracdo até o Laboratdrio de Tecnologia e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Para (LTB-UFPA). Para a analise
histopatoldgica, foi retirado um fragmento aleatorio de aproximadamente 5 mm de espessura
de cada segmento do encéfalo, que foram fixados em frascos tipo Falcon contendo
formaldeido a 10% tamponado. Fragmentos de aproximadamente 20g de cada segmento do
tecido cerebral foram colhidos e macerados com auxilio de um almofariz e pistilo,
acondicionados em frascos plasticos estéreis e congelados até o momento da analise
molecular.

As analises para extracdo de DNA e testes de PCR do sangue total e do tecido cerebral
foram realizadas no LTB-UFPA. Ja os soros, para o teste da RIFI, foram processados no
Laboratério de Toxoplasmose do Instituo Evandro Chagas/SVS/MS, localizado em
Ananindeua, Pard. A analise histopatolégica foi executada pelo Laboratério de Patologia
Animal da Universidade Federal Rural da Amazonia (LABOPAT-UFRA).
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4.2 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

4.2. 1 Para deteccdo de T. gondii por nested PCR

4.2.1.1 Extracdo de DNA do tecido cerebral

A extracdo do DNA das amostras de tecido cerebral foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Biase et al. (2002), com algumas alteragfes. Aproximadamente 200 mg
do macerado de cada amostra foi transferido para um microtubo Eppendorf de 2 mL e
adicionado 800 pL de solucdo de extracdo (50mM de Tris-HCL, pH 8,0; 25mM de EDTA e
400mM de NaCl), mais 100uL de 10% de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), 20 pL de
proteinase K (10 pg/mL) e 20 pL de RNAse (10 pg/mL). O extrato foi homogeneizado e
incubado a 65°C durante 3 horas. Apos incubacdo, as proteinas e detritos celulares foram
precipitados pela adicdo de 300uL de NaCl (6M) e mantidas a 4°C durante 15 minutos. Foi
realizada uma centrifugacdo a 14.000 RPM (Rotacdes por minuto) durante 20 minutos. Em
seguida 500 pL de sobrenadante foi transferido para outro microtubo Eppendorf de 2mL, com
500 pL de cloridrato de guanidina (8M e Ph 8,0) e 500 pL de acetato de aménio (0,49M) que
foram mantidos em agitacdo suave por 90 minutos. Depois, o DNA foi precipitado
adicionando 500uL de alcool isopropilico (100%) gelado e centrifugado a 10.000 RPM
durante 5 minutos. Os pellets foram lavados com 400uL de alcool isopropilico (70%). Ap6s
secagem foi adicionado 50 pL de tampdo TE (10mM de Tris-HCI, pH 8,0; EDTA 1mM). As

amostras de DNA foram armazenadas a -20 °C.

4.2.1.2 Extragdo de DNA do sangue total

O DNA foi extraido pelo método fenol-cloroférmio, conforme o protocolo descrito por
Sambrook, Ritsch e Aniatis (1989). Em um microtubo Eppendorf de 1,5 mL foram
adicionados 300 pL de sangue total, 300 uL. de tampdo de homogeneizacdo, 300 uL de
tampéo de Lise, 15 pL de proteinase K (10 pg/mL) e 15 pL de RNAse (10 pg/mL), o extrato
era incubado a 56°C durante 1 hora e homogeneizado a cada 10 minutos. Apds incubacéo foi
adicionado 600uL de fenol-cloroférmio agitados manualmente por 5 minutos e em seguida
centrifugado a 13.000 RPM durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo Eppendorf de 1,5 mL e adicionado 600 pL de alcool- isoanil (CIA), onde foram

agitados manualmente por 5 minutos e centrifugado a 13.000 RPM durante 10 minutos. O
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sobrenadante foi transferido para um novo microtubo Eppendorf de 1,5 mL e adicionado 100
pL de acetato de sodio (3M, pH 4,8) e 500 uL de alcool isopropilico, onde foi agitado até
visualizar o DNA e centrifugado a 13.000 RPM por 2 minutos, depois 0 sobrenadante foi
descartado cuidadosamente sem perder o pellet de DNA. Foi adicionado 500 uL de etanol
70% e centrifugado a 13.000 RPM por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
DNA foi seco em placa aquecedora a 54°C por 5 minutos, foi adicionado 35 pL de tampédo TE
(10mM de Tris-HCI, pH 8,0; EDTA 1mM). As amostras de DNA foram armazenadas a -20
°C.

4.2.1.3 Nested PCR

Com o intuito de confirmar a presenca do gene B1 de T. gondii no material génomico
de sangue e tecido cerebral, as amostras foram submetidas & amplificagdo por Nested-PCR de
acordo com Yildiz et al. (2014).

O par de iniciadores Toxo 1 (5’-GAACTGCATCCGTTCATGAG-3’) e Toxo 2 (5°-
TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3") foram utilizados na primeira reacdo da PCR e o par de
iniciadores Toxo 3 (5-TGCATAGGTTGCCAGTCACTG-3’) e Toxo4 (5’-
GGCGACCAATCTGCGAATACACC-3’), na segunda reacdo (nested), amplificando
fragmentos de 197pb e 97pb, respectivamente.

Para a realizacdo da primeira reacdo de PCR, foram utilizadas as seguintes misturas:
17,10 pL de H,0, 2,5 pL de Buffer, 0,7 puL de de DNTP, 1,5 pL de MgCl,, 1,0 pL de cada
primer,0,2 puL de Taq DNA Polimerase e 1,0 uL de DNA, equanto que para a realizacdo da
segunda reacdo de PCR, os volumes consistiram de: 17,85 uL de H,0, 2,5 pL de Buffer, 0,7
pL de DNTP, 0,5 pL de MgCl,, 1,0 pL de cada primer, 0,2 pL de Taq DNA Polimerase e 1,5
puL de DNA.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador e as condicdes de PCR
constituiram-se, para ambas as reacdes, de uma desnaturacao inicial de 5 minutos a 95°C, 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 51°C (para as duas fases) e 30 segundos a 72°C,
seguidos de uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. A cada reagéo foi incluido um controle
positivo (DNA extraido de cepa RH de Taquizoitos de T. gondii) e um controle negativo

(dgua ultrapura).



25

4.2.1.4 Gel eletroforese

Para a deteccdo dos fragmentos amplificados, 6 UL de cada uma das reacdes foram

misturados a 2,5 pL de GelRed™

Nucleic Acid stain (Biotium) e submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 3% em tampé&o TAE (Tris-Acetato-EDTA), a uma voltagem constante de
80V durante 40 minutos e vizualizacdo em fotodocumentador E-BOX VX2 (Vilber
Lourmat®). O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado comparando-se com os

marcadores de peso molecular 100 pb e/ou 1 Kb (DNA ladder Invitrogen®).
4.2.2 Para o teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
4.2.2.1 Preparo das laminas

Os soros foram testados pela técnica de RIFI para deteccdo de anticorpos anti-T.
gondii de acordo com protocolo descrito por Camargo (1974). No preparo das laminas, foi
utilizada uma suspensdo de taquizoitos da cepa RH de T. gondii obtida de lavado
intraperitoneal de camundongos, infectados experimentalmente para esta finalidade. Na
lamina foram adicionados 20uL de suspensdo de taquizoitos em cada pogo da lamina que logo
em seguida foram deixadas para secar a temperatura ambiente e em seguida acondicionadas

em caixas de polipropileno & temperatura de -20°C até 0 momento do uso.
4.2.2.2 Triagem e titulacéo

Foi considerado como ponto de corte a diluicdo dos soros testes, soros controles
positivos e negativos em 1:64. Os soros foram diluidos em solugdo salina tamponada (PBS)
em pH 7,2, nas diluicdes: 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 e 1:2048, sendo posteriormente
adicionado 20uL do soro diluido em cada poco da lamina, previamente sensibilizada com T.
gondii. Em seguida cada lamina era colocada em camara Umida para incubar a 37°C por 30
minutos em estufa. Decorrido este periodo as laminas foram submetidas a trés lavagens. As
lavagens foram realizadas com PBS, pH 7,2, e posteriormente secas a 37°C na estufa. Em
sequida, foi colocado, em cada pocgo, 20puL do conjugado (IgG de coelho contra IgG de
bovino, marcada com isotiocianato de fluoresceina - Sigma/F-7887), contendo azul de Evans
a 0,01%, previamente diluido a 1:450 e novamente incubadas a 37°C por 30 minutos em

camera Umida. Posteriormente, as laminas foram lavadas como descrito anteriormente e
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colocadas para secar. Para montagem das laminas utilizou-se glicerina tamponada em pH 8,0

e laminulas.

4.2.2.3 Leitura

A leitura foi realizada em microscépio de fluorescéncia (Olympus - modelo Bx 60 F5)
com aumento de 400X. Foi considerado como reacdo positiva a visualizacdo de um verde
fluorescente intenso e total na superficie dos taquizoitos reagentes na diluicdo inicial 1:64 e

negativa a auséncia de fluorescéncia ou fluorescéncia apical ou parcial.

4.2.3 Para Histopatologica

Para avaliar possiveis alteracfes microscépicas associadas a presenca de pseudocistos
de T. gondii, nos tecidos cerebrais, fragmentos fixados, dos casos positivos a analise de nested
PCR, foram acondicionados em cassetes previamente identificados e processados segundo a
técnica histologica de rotina descrita por Tolosa et al. (2003). No processamento, os blocos
foram seccionados em micrétomo rotativo (Leica RM2125 RTS) para obtencdo de cortes de
5um de espessura que foram dispostos em laminas de vidro que foram desparafinizadas,
hidratadas, coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas em laminulas com ERV-

Mount®. As laminas foram examinadas em microscopio 6ptico nas objetivas de 10x e 40x.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 100 amostras de soro analisadas pela RIFI, 14% (14/100) foram reativas a
presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii, com titulacdes de 64 e 256, ndo havendo animais

reagentes nas demais titulacGes (Tabela 2).

Tabela 2 - Soropositividade e titulagdo de anticorpos anti-T. gondii da classe 1gG pela técnica

de RIFI, em soro de bubalinos.

Amostras Titulacdo amostras positivas
Municipio Amostras  Positivas
RIFI 64 128 256 512 1024
Chaves 40 8 6 - 2 - -
Salvaterra 10 0 - - - - -
Cachoeira do Arari 30 0 - - - - -
Soure 10 5 5 - - - -
Santa Cruz do Arari 10 1 1 - - - -
Total (%) 100(100%) 14(14%) 12(85,7%) 0 2(143%) O 0

No Brasil, os dados sobre ocorréncia de T. gondii em bubalinos ainda sdo pouco
discriminados e a literatura consultada apresenta ampla variacdo de resultados. Estudos
utilizando a técnica de RIFI em amostras de bubalinos encontraram variacbes de amplitude
entre 1,1% (SILVA et al., 2010) e 50,4% (OLIVEIRA, 2015), enquanto que na espécie bovina
variou entre 1,96% (LUCIANO et al., 2011) e 30,80% (MOURA et al., 2010).

A ocorréncia de T. gondii observada nos bubalinos do presente estudo esta proxima
aos encontrados na espécie bovina de outras regides do pais pela técnica de RIFI, onde no
Estado da Bahia, Spagnol et al. (2009) observaram 11,83% (71/600) e no Estado do Rio
Grande do Sul, Santos et al. (2013) registraram 17,4% (21/121). Segundo Hamidinejat et al.
(2010) a infeccdo pelo T. gondii ocorre de forma semelhante nas espécies bovina e bubalina,
uma vez que a resposta de anticorpos para o bioagente ndo persiste por toda a vida, além de
diminuir com o aumento da idade.

Valores superiores aos resultados deste estudo foram observados em outros trabalhos
no Estado do Para, que utilizaram a técnica de RIFI, como: Oliveira (2015) em 2010 a 2011
verificaram uma soroposotividade por T. gondii em bufalos que chegou a 50,4% (162/321) e

em bovinos 44,1% (772/1749), com origem de diversas regides do Estado, ja Silva et al.
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(2013) em 2009 a 2011, também registraram 32% (60/186) de bufalos sororeagentes no
Estado do Para, no entanto, Silva et al. (2010) verificaram uma baixa ocorréncia em bufalos
de 1,1% (4/374).

Comparando com outros estudos de ocorréncia em bubalinos em outros estados do
Brasil, os resultados encontrados foram superiores aos deste estudo, como Souza et al. (2001)
em S&o Paulo e Santos et al. (2013) no Rio Grande do Sul, que encontraram, respectivamente,
49,9% (205/411) e 27,2% (46/169) de sororreagentes. Contudo esses dados sdo maiores do
que os registrados por Esteves et al. (2013) no Peru, com uma soroprevaléncia de 8,8% (6/70).

A presenga do hospedeiro definitivo em diferentes regides geogréficas e as condi¢oes
de manejo em fazendas (FAJARDO et al., 2013), séo fatores que devem ser considerados ao
avaliar essa diferenca de ocorréncia relatadas, principalmente em relacdo ao Marajo, que
segundo Barbosa (2005) apresenta um sistema de manejo precario e com um sistema de
criacdo extensiva. Além disso, os felinos selvagens podem atuar como disseminadores de
oocisto nas pastagens (ESTEVES et al., 2013), sendo esta a principal fonte de transmissédo
para bovinos (MARANA et al., 1994) e em bubalinos a infeccdo € favorecida porque esses
animais mantém uma relacdo direta com outras espécies domeésticos e silvestres (SILVA et
al., 2013).

Analisando os dados deste trabalho com outros realizados em diferentes regides do
Brasil observa-se uma grande variacdo nas taxas de ocorréncias encontradas que pode ser
justificada pela a sensibilidade e especificidade das técnicas de diagnostico, assim como a
falta de uma padronizacdo quanto ao ponto de corte e qualidade dos antigenos utilizados para
confeccdo das laminas de RIFI, podendo ocasionar variacdes entre resultados obtidos por
diversas pesquisas (SILVA et al., 2013).

Segundo James et al. (1996), as técnicas soroldgicas apresentam uma sensibilidade e
especificidade variavel. A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é preferida a
outras técnicas por detectar o DNA do T. gondii com alta sensibilidade e especificidade.

Em relacdo a analise das amostras deste estudo por nested PCR foi observada
positividade em 3% (3/100) das amostras de sangue total e 1% (1/100) das amostras de tecido

cerebral (Figura 2).

Figura 2- Deteccdo de T. gondii através de nested PCR, em amostras de sangue e tecido cerebral de
bubalinos. Linhas A e B correspondem a amostra de sangue positivas para T. gondii; Linha C
corresponde ao controle positivo para T. gondii; Linha D corresponde ao controle negativo da reacéo;
Linhas F e G: correspondem a amostra de sangue e tecido cerebral positiva para T. gondii; Linha E
corresponde ao Ladder 100 pb (O’GeneRuler). A seta corresponde ao fragmento de 100 pb do ladder.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Este é o primeiro resultado obtido no Brasil de deteccdo, através de técnica molecular
de T. gondii em amostras teciduais na espécie bubalina. Entretanto, no Paquistdo, estudos de
Chaudhary et al. (2006) demonstraram por PCR o0 gene Bl de T. gondii em amostras de
sangue em 22% (11/50) bubalinos e 20% (10/50) em agougueiros, enquanto que, Arshi et al.
(2015), no Ird, identificaram 6,95% (16/155) de positividade em sangue de bovinos, valores
bem superiores ao registrado no presente trabalho. Essa diferenga pode ser explicada pelas
diversidades climaticas entre regibes, além da peculiaridade dos sistemas de producdo em
diferentes paises, que podem, segundo Benigno et al. (2009), determinar diferentes
comportamentos na infecgdo por T.gondii.

Analisando os resultados do teste sorolégico com o teste molecular, neste estudo, 14%
(14/100) dos animais foram soropositivos pela RIFI e 3% (3/100) em amostras de sangue e
1% (1/100) em amostras de cérebro pela PCR, no entanto, apenas um animal teve a amostra
de cérebro positiva tanto na PCR quanto na RIFI. A diferenca entre positivos pela técnica de
RIFI e PCR pode ser observada em apenas um estudo encontrado na literatura consultada,
realizado na espécie canina por Sorte et al. (2015) em Cuiabd, MT, que observou a
prevaléncia de T. gondii em amostras de sangue de cdes de area urbana e rural com 48,7%
(131/269) soropositivos pela técnica de RIFI e 15,6% (42/269) positivos pela PCR.

No presente estudo 0s animais positivos na pesquisa molecular de amostras
sanguineas foram negativos na pesquisa imunoldgica, tal fato pode ter ocorrido em virtude da

resposta imune do hospedeiro, uma vez que com 0 parasito ainda circulante no sangue 0s
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niveis de IgG tendem a ser mais baixos ndo sendo detectados na RIFI. Silva e Chioccola
(2010), em pesquisa experimental em camundongos verificaram que durante uma infeccéo
aguda por T. gondii os niveis de IgM estdo elevados e os niveis de 1gG estdo baixos,
apresentando uma avidez baixa e 0s taquizoitas podem estar presentes na circulagéo
sanguinea, no entanto, na infec¢do cronica os niveis de IgM diminuem e os niveis de IgG
aumentam apresentando uma alta avidez e os taquizoitas ndo sdo mais detectaveis no sangue,
0 que sugere que as amostras dos referidos animais podem ter sido coletadas durante a fase
aguda da doenca.

Nesse estudo, nas amostras de cérebro, apenas 1% (1/100) foi positiva ao nested PCR,
resultado este que esta bem abaixo do que foi encontrado na Turquia por Yildiz et al. (2014),
em amostras cerebrais de ovinos, onde 78,2% (36/46) dos animais foram positivos pela PCR.
A razéo para tdo grande diferenga, pode ser entendida pelas metodologias utilizadas para
obtengédo do material genémico, visto que no presente estudo a extracdo de DNA foi obtida a
partir da amostra de tecido cerebral macerada, enquanto que Yildiz et al. (2014), extrairam o
DNA a partir de cistos do tecido cerebral diluidos em Percoll gradiente. Esses cistos, segundo
Silva e Chiocola (2010), na fase cronica da infeccéo por T.gondii, sdo facilmente encontrados
no tecido cerebral.

Contudo, o tamanho da massa enceféalica e a susceptibilidade da espécie a infec¢do sao
fatores que devem ser considerados ao comparar esses resultados. Ainda deve ser levado em
conta que nos bubalinos as prevaléncias por T. gondii s&o menores que as registradas para 0s
ovinos (HILL; DUBEY, 2002).

As quatro amostras positivas pela nested PCR foram analisadas histologicamente em
relacdo ao tecido cerebral, o qual ndo apresentou nenhuma estrutura morfologica
caracteristica do cisto de T. gondii. Resultados semelhantes ao encontrado por Silva, Brandao
e Ferreira (2013) em amostras de cérebro e outros tecidos de ovinos, que apesar de
encontrarem leses microscopicas estas ndo puderam ser necessariamente atribuidas ao T.
gondii uma vez que ndo identificaram a forma cistica nas referidas amostras, diferindo dos
achados de Berenreiterova et al. (2011) que encontraram cistos de T. gondii em todas as areas
do cérebro de camundongos infectados experimentalmente.

De acordo com Sudan et al. (2015), o tamanho da amostra e a fase parasitaria sao
fatores de grande relevancia para pesquisa histopatolégica, ja que o parasita pode apresentar
distribuicdo focal em tecidos, dificultando assim a deteccdo por técnicas rotineiras de

histopatoldgica.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelo presente estudo demonstraram uma baixa ocorréncia de
anticorpos 1gG anti-T. gondii em soro de bubalinos através da RIFI, portanto, pode-se
concluir que a infeccdo por este protozoario encontra-se presente em bubalinos criados na llha
de Marajé.

Foi possivel detectar a presenca do material genémico do T. gondii, através da PCR,
em amostras de sangue e tecido cerebral de bubalinos criados na Ilha de Marajo, no entanto,
hd a necessidade de mais estudos, utilizando a técnica molecular no diagnostico da
toxoplasmose uma vez que, a deteccdo do bioagente em bufalos torna ainda mais relevante a
importancia desses animais na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose como provéaveis fontes

de infeccdo principalmente para o ser humano.
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ANEXO

PARECER CEPAE 07-2015

Projeto: Pesquisa direta e indireta de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em bufalos no
Estado do Para.

Coordenador: Profa. Dra. Hilma Lucia Tavares Dias.
Area Tematica: Patologia Veterinaria (Doengas infecto contagiosas)

Vigéncia: Inicio: 01/08/2015 Término: 31/07/2019

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentag¢io da Universidade Federal do Pard (CEPAE). Os procedimentos
experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para tratamento e
manipulagio de animais de experimentagfo. Portanto, o CEPAE, através de seu presidente,
no uso das atribuigdes delegadas pela portaria No 0276/2015 do Reitor da Universidade
Federal do Par4, resolve APROVAR a utilizacio de animais (Bufalos abatidos para o
consumo humano) nas atividades do projeto em questdo, no perfodo de vigéncia
estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio

deste comité.

Belém, 30 de julho de 2015

vo(/vrf)(,U/b

VarL§sé Joia de Mello

Presidente do CEPAE-UFPA Vice —Presidente do CEPAE-UFPA




