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When | find myself in times of trouble
Mother Mary comes to me

Speaking words of wisdom

Let it be

And in my hour of darkness

She is standing right in front of me
Speaking words of wisdom

Let it be

Let it be, let it be

Let it be, let it be

Whisper words of wisdom
Let it be

And when the broken hearted people
Living in the world agree

There will be an answer

Let it be

For though they may be parted

There is still a chance that they will see
There will be an answer

Let it be

Let It Be — The Beatles
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ESTRESSE OXIDATIVO E EXPRESSAO DAS METALOPROTEINASES 2 E 9
E SEUS INIBIDORES EM OVINOS COM ACIDOSE RUMINAL SUBAGUDA

RESUMO - A produgéao de ovinos no Brasil esta em constante ascenséo e tal
fato leva ao aumento do niumero de animais confinados, visando maior ganho de
peso em curto periodo de tempo. Essa situagdo predispbe 0s animais a
desordens como acidose ruminal subaguda (ARS) e, consequentemente,
laminite, gerando perdas econdmicas pela diminuicdo da produtividade do
rebanho e, em casos graves, descarte de animais. Com o objetivo de avaliar a
ocorréncia de estresse oxidativo, a expressado das metaloproteinases (MMPs) 2
e 9 e seus inibidores (TIMPs) 1 e 2 e também a termografia infravermelha podal
(TIV) oito ovelhas adultas foram utilizadas, sendo as mesmas divididas entre os
grupos controle (GC) contendo trés animais e o grupo indugéo (Gl) contendo
cinco animais. Para indugao da ARS os animais do Gl receberam dieta com alto
teor de alimento concentrado durante 30 dias. Todos os animais do Gl
apresentaram diminuicdo do pH ruminal, indicando a ocorréncia de ARS, e
também sinais clinicos de laminite em diversos momentos ao longo do periodo.
Somente foi expressa a forma pré ativa da MMP 2, com valores aumentados nos
dias 6 e 11, além da detecgéo dos TIMPs 1 e 2 ao longo de todo o periodo. Com
relacdo ao estresse oxidativo, as variaveis relacionadas com a liberagdo de
fatores oxidantes como a capacidade oxidante total (TOC), a peroxidagéo lipidica
(LPO) e o indice de estresse oxidativo (IEO) encontram-se elevadas nos animais
do GI, notadamente a partir do dia 20. A regidao da banda coronaria e pele
adjacente foram avaliadas através da TIV. Todos os animais do Gl apresentaram
alteragdes nos termogramas ao longo do periodo, e a laminite foi diagnosticada
clinicamente entre os dias 11 e 17, sendo os membros toracicos mais
acometidos. Em 11 momentos distintos, os dois digitos dos quatros membros de
todos os animais do Gl apresentaram alteragdes, com temperaturas superiores
a 27°C. Através do uso da TIV foi possivel detectar aumentos na temperatura do
casco antes da ocorréncia de sinais clinicos de laminite. O estresse oxidativo foi
detectado nos animais com ARS e laminite. Os elevados teores dos TIMPs 1 e
2 possivelmente bloquearam a ativagdo das MMPs 2 e 9, a despeito da
ocorréncia de laminite clinica, sugerindo a avaliagdo de outras proteases
relacionadas a danos laminares.

Palavras chave: acidemia, inflamagéao, laminite, ovelhas, temperatura



OXIDATIVE STRESS AND EXPRESSION OF METALLOPROTEINASES 2
AND 9 AND THEIR INHIBITORS IN SHEEP WITH SUBACUTE RUMINAL
ACIDOSIS

ABSTRACT - The production of sheep in Brazil is constantly rising and this fact
leads to an increase in the number of confined animals, aiming to have a greater
weight gain in a short period of time. This situation predisposes the animals to
disorders such as subacute ruminal acidosis (SARA) and, consequently,
laminitis, generating economic losses by decreasing the productivity of the herd
and, in severe cases, disposal of animals. With the objective of evaluating the
occurrence of oxidative stress, the expression of metalloproteinases (MMPs) 2
and 9 and their inhibitors (TIMPs) 1 and 2 and also the infrared thermography (IT)
eight adult ewes were used, divided among control group (CG) containing three
animals and the induction group (IG) with five animals. For the induction of SARA,
Gl animals received a diet with high content of concentrated food during 30 days.
All animals from IG group showed a decrease in ruminal pH, indicating the
occurrence of SARA, as well as clinical signs of laminitis at various times during
the period. Only the pro-active form of MMP 2 was expressed, with values
increased on days 6 and 11, besides the detection of TIMPs 1 and 2 all long the
period. Regarding oxidative stress, the variables related to the release of oxidant
factors such as total oxidant capacity (TOC), lipid peroxidation (LPO) and
oxidative stress index (OSI) are high in IG animals, mainly from day 20. The
region of the coronary band and adjacent skin was evaluated through the IT. All
IG animals presented alterations on the thermograms over the period, and the
laminitis was clinically diagnosed between days 11 and 17, and the thoracic limbs
were more affected. In 11 distinct moments, the two digits of the four members
of all IG animals presented alterations, with temperatures higher than 27 °C. With
the use of the IT was possible to detect increases on the hoof temperature before
the occurrence of clinical signs of laminitis. Oxidative stress indicated this
presence in animals with SARA and laminitis. The high levels of TIMPs 1 and 2
may have blocked the activation of MMPs 2 and 9, despite the occurrence of
clinical laminitis, suggesting the presence of other proteases related to laminar
damage.

Keywords: acidemia, inflammation, laminitis, sheep, temperature
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CAPITULO 1 - Consideragées gerais

1.0Introdugao

O Brasil vem se destacando nos ultimos anos no mercado mundial pecuério,
tanto na produgcao de proteina animal como também na produgédo leiteira. A criagao
de ovinos no pais vem aumentando nos ultimos anos, com maior representatividade
nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul, Bahia, Pernambuco,
Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui, sendo a criagcao voltada principalmente a
producao de carne, com importancia do uso da raga Santa Inés no pais. Os animais
sdo conhecidos por apresentarem rusticidade, alto valor adaptativo e reprodutivo,
carne com baixo teor de gordura, boa resisténcia a parasitas gastrointestinais além de
boa habilidade materna.

Na busca de maior produtividade, os sistemas de producdo animal tém
empregado altas quantidades de concentrados na dieta a fim de obter melhor
desempenho dos animais. Entretanto, tais alteracdes na dieta podem modificar o
ambiente ruminal a partir do aumento da disponibilidade de glicose, estimulo no
crescimento de bactérias, aumento da produgao de acidos graxos de cadeia curta e
acido lactico, ou até acarretar disturbios metabdlicos, como acidose ruminal subaguda
ou aguda, além de outros problemas digestivos e alteragdes locomotoras, com
importancia para a laminite tanto aguda quanto crénica.

A ocorréncia de laminite apdés quadro de acidose ruminal subaguda apresenta
importante efeito sob a produgdo animal, além de influenciar no bem-estar dos
mesmos. Os exatos mecanismos de seu desenvolvimento ndo foram completamente
evidenciados, existindo teorias acerca dos fatores de risco, mediadores quimicos e/ou
inflamatorios, além do uso de tecnologias no diagnéstico precoce com fins de
tratamento rapido e eficaz para os animais acometidos. No presente trabalho
objetivou-se estudar e avaliar as alteragdes da termografia podal infravermelha, os
teores séricos das metaloproteinases 2 e 9 e seus inibidores, além da ocorréncia ou
nao de estresse oxidativo em ovinos submetidos a inducdo experimental de acidose

ruminal subaguda apos sobrecarga de carboidratos dietéticos.



2.0 Revisao de literatura

2.1 Ovinocultura no Brasil

O Brasil é considerado um dos principais paises responsaveis pela produgao e
comércio de proteina animal no mundo, gragas ao desenvolvimento da pecuaria
nacional, o que levou ao aumento da producéao e qualidade do produto, melhorando a
competicao e distribuicdo no mercado internacional (Embrapa, 2017). A producéao de
ovinos no pais tem se destacado ao longo dos anos, registrando no ano de 2018 17,9
milhdes de cabecas, das quais 11,5 milhdes encontram-se na regido Nordeste e 4,3
milhdes na regiao Sul (Ibge 2018). O rebanho mundial de ovinos era da ordem de 1,2
bilhdo de cabecas ano de 2014, distribuido em todos os continentes, sendo os dez
maiores rebanhos presentes em paises considerados desenvolvidos e em
desenvolvimento. O Brasil possui o 18° maior rebanho do mundo, e a ovinocultura
mundial apresentou taxa de crescimento de 1,5% nos ultimos cinco anos (Fao, 2016).
Os pregos pagos ao produtor elevaram-se, tornando a atividade atraente e rentavel,
principalmente a produgédo de proteina animal, com estimulos para a produgéo de
cordeiros, resultando no aumento do numero de animais abatidos no pais (Viana,
2008).

Em qualquer sistema de criagdo animal, a alimentagao exerce influéncia direta
sob a producao, além de influenciar fatores como sanidade e capacidade reprodutiva
dos mesmos. Os custos alimentares podem chegar a 80% do custo total da produgao,
sendo a média brasileira entre 50 e 60% (Ribeiro, 2008). Os sistemas intensivos de
producdao tem como principal objetivo aumentar a qualidade de seu produto final,
desenvolvendo programas de incremento a produ¢do como melhoramento genético,
manejo dietético além de técnicas reprodutivas que asseguram melhor desempenho
(Caldeira, 2005).

2.2 Aspectos gerais sobre fisiologia e acidose ruminal

O rumen é considerado um ecossistema unico e diverso, povoado por

microrganismos. Dentre os microrganismos presentes, as bactérias representam 60 a



90% da biomassa, com cerca de 200 espécies conhecidas (Kozloski, 2002). Os
microrganismos ruminais fermentam os componentes alimentares, transformando-os
em subprodutos como acidos graxos de cadeia curta (AGCC), proteina microbiana
além de vitaminas do complexo B e K. A propor¢cido e quantidade dos subprodutos
produzidos dependem do tipo e da forma como o alimento é fornecido, além de fatores
relacionados ao ambiente ruminal como temperatura, anaerobiose e pH (Kozloski,
2002).

A dieta fornecida influencia diretamente os parametros ruminais, podendo levar
a modificagdes na atividade metabdlica dos microrganismos, alterando os produtos
oriundos da fermentacao (Costa et al., 2008). De acordo com Manella et al. (2003), o
tipo de alimento consumido é capaz de modificar os produtos da fermentacao pela
especificidade dos microrganismos em digerir determinados nutrientes. Dietas ricas
em forragens levam a maior atividade de bactérias celuloliticas e sacaroliticas,
produzindo mais acido acético. Ja dietas ricas em amido e/ou proteina, aumentam a
acao das bactérias amiloliticas e/ou proteoliticas, aumentando a produgcao de acido
propidnico (Church, 1993).

Os AGCC sao os principais subprodutos da fermentacao dos carboidratos,
sendo utilizados como fonte de energia para o metabolismo dos ruminantes (Olsson
et al., 1998; Berchielli et al., 2006). Van Soest (1994) relatou que os AGCC produzidos
suprem cerda de 85% da exigéncia energética dos ruminantes. Predominam no fluido
ruminal os acidos acético, propiénico e butirico, além da presenca em menores
quantidades do isobutirico, valérico, isovalérico e 2-metilbutirico (Dijkstra et al., 1993).
A concentragao e as proporcoes relativas dos AGCC estao relacionadas a natureza
do alimento consumido (Bergman, 1990).

Os valores de pH ruminal necessitam encontrar-se em uma faixa de valor ideal
para que ocorra o desenvolvimento adequado dos microrganismos, sendo que a
variacao do pH ocorre em fungao da dieta e do tempo apos a alimentagao (Silveira et
al., 2009). Bactérias fibroliticas e protozoarios necessitam de pH variando entre 6,2 e
6,8. Segundo Van Soest (1994), valores de pH abaixo de 6,2 aumentam o tempo de
colonizacao da fibra, inibindo sua degradacao. No entanto, as bactérias amiloliticas

atuam adequadamente em pH mais acido (5,8), demonstrando que o pH ruminal afeta



a degradacéao dos alimentos de maneira diferenciada, apresentando o intervalo entre
5,5 e 7,0 como faixa ideal (Furlan et al., 2006).

A capacidade de agentes tamponantes, como sais a base de carbonatos, além
da remocgao dos AGCC sao também responsaveis pela manutencdo do pH na faixa
de normalidade (Van Soest et al., 992). A manutencédo de niveis adequados de pH
nos ruminantes ocorre pela producao saliva, rica em bicarbonato de sédio e com valor
de pH em torno de 8,1. A secregao salivar depende do tipo de dieta empregada, pois
dietas com alto teor de umidade diminuem a produc&o salivar, no entanto alimentos
ricos em fibra induzem sua maior secregao (Berchielli et al., 2006). Segundo
Valadares Filho e Pina (2006), dietas com menos de 40% de forragem, reduzem a
producao salivar, alterando a populagdo microbiana. A fermentagdo de amido e
acucares altera a producao de AGCC, aumentando os teores de propionato,
diminuindo o pH, e por consequéncia a digestao de fibra (Van Soest, 1994). Valores
de pH abaixo de 6,0 resultam em perda de atividade fibrolitica, com completa
cessacgao da digestao da fibra em pH entre 4,5 e 5,0 (Hoover, 1986). Orskov (1988)
afirmou que o valor de 6,2 constitui o limite minimo para adequada fermentacao da
fibra.

A acidose ruminal pode ser definida como um distarbio fermentativo do rimen
associado a ingestdo de carboidratos ndo estruturados rapidamente fermentaveis e
em grande quantidade. As principais formas clinicas sdo a acidose lactica ruminal
aguda (ALRA), com valores de pH abaixo de 5,0; e a acidose ruminal subaguda (ARS)
caracterizada por episodios transitérios de reducdo do pH, com valores

permanecendo entre 5,0 e 5,5 (Nagaraja e Titgemeyer, 2007).

2.3 Fisiopatogenia da acidose ruminal subaguda

A ALRA apresenta alguns fatores desencadeantes, entre os quais o
fornecimento de alimento concentrado a animais ndo adaptados a dieta, ingestao de
grandes quantidades de alimentos ricos em carboidratos e reintroducdo de
concentrado apos periodo de jejum. Mudangas bruscas na dieta e a alimentacéo
conjunta de animais de diferentes faixas etarias também sao fatores importantes no
desencadeamento da enfermidade (Afonso e Mendonga, 2007; Radostits et al., 2007).

Os carboidratos ingeridos sado rapidamente fermentados no rumen, levando a



producdo de grandes quantidades de acido lactico e AGCC, principalmente o
propionato. Esta condicdo favorece a multiplicacdo de Streptococcus bovis,
aumentando a producado de acido lactico e, por consequente a diminuicdo do pH a
valores abaixo de 5,5; levando a morte das bactérias Gram (-) e protozoarios. Quando
o valor de pH é inferior a 5,0; o S. bovis ¢é inibido, ocorrendo multiplicacdo de
Lactobacillus sp e aumento da concentragdo de acido lactico no interior do 6rgao,
aumentando a pressado osmoética com consequente sequestro de liquido para a luz do
orgao (Dunlop, 1972; Radostits et al., 2007; Garay e Garcia, 2009).

Embora a definigdo de ARS seja baseada no conceito de que a redugéo do pH
ruminal seja cause esse transtorno, sob o ponto de vista da maioria dos autores que
discorrem sobre o tema, Calsamiglia et al. (2012) apresentaram um conceito diferente
e sugeriram rebatizar este transtorno como “Sindrome do alto concentrado”. Estes
autores argumentam que o consumo de grande quantidade de carboidratos altamente
fermentaveis e a redugéo do pH ruminal sdo eventos simultaneos, levando a confuséo
entre eles. Questiona-se se os efeitos reportados sdo devidos a redugéo do pH ou ao
tipo de dieta empregada. Oetzel et al. (2017) consideram que o baixo pH ruminal é de
fato o que define a ARS, sendo que a queda do pH ruminal pode ocorrer devido a um
destes trés fatores:

- aumento da producdao de AGCC no rumen pelo aumento do consumo de
carboidratos fermentaveis no rumen,

- tamponamento insuficiente dos acidos organicos, o que esta relacionado a
ingestao de fibra efetiva,

- menor absorgao de acidos organicos pela parede ruminal, assim como a
passagem destes pelo rumen, que s&o prejudicadas pela ruminite (Oetzel et al.,
(2017).

Pesquisas tem demonstrado que a concentracao total dos AGCC é mais
significativa na acidose subaguda e do lactato na acidose aguda (Krause e Oetzel,
2006; Meyer e Bryant, 2017). Felizmente, os AGCC possuem uma constante de
dissociagdo ao redor de 4,9 e rapidamente retornam a sua forma nao dissociada
quando o pH ruminal cai para valores menores do que 5,6; facilitando sua absorgao
pelo epitélio ruminal (Krause e Oetzel, 2006; Oetzel, 2017). Entretanto, o aumento da

concentracao de carboidratos fermentaveis no rimen é seguido de marcada mudanga



na populagdo microbiana, processo que ocorre de 2 a 6 horas apds a ingestdo dos
carboidratos. Dietas com pouca fibra ou com particulas pequenas aumentam a
producdo de AGCC, levando a diminuicdo do pH ruminal, desfavorecendo o
desenvolvimento de algumas espécies de microrganismos celuloliticos e
metanogénicos, que n&o toleram essas condicdes (Slyter, 1976).

A partir do momento em que o pH cai para 55 ha a proliferagdao de
Streptococcus bovis que utilizam os carboidratos para producao de acido lactico.
Como resultado da alta concentragédo de acidos, a osmolaridade do rimen excede a
do sangue resultando no influxo de agua para dentro do 6rgao, podendo causar
diarreia e, nos casos mais graves desidratac&o, assim como a ruminite em decorréncia
dos danos ao epitélio (Constable et al., 2017). Durante o processo inflamatério, a
parede ruminal pode se tornar espessa, resultando em paraqueratose das papilas.
Este processo inflamatério e a injuria dele resultante podem aumentar a
permeabilidade da parede ruminal tanto a absor¢ao de nutrientes quanto de toxinas
(Meyer e Bryant, 2017).

Em pesquisas realizadas com bovinos leiteiros observou-se que a morbidade
da ARS é muito variavel no rebanho, sendo mais frequente entre o 80° e o 1402 dia
de lactagdo, momento em que a ingestdo de matéria seca € maxima. Porém, em vacas
primiparas, a morbidade é maior no terco médio da lactagcdo. Essa situacao
provavelmente ocorre pelo fato de as novilhas terem menor controle na ingestao de
alimentos concentrados e, quando mantidas em conjunto com as multiparas, as
primeiras reduzem o numero de visitas ao cocho, o que as faz comer em maior
quantidade em cada visita (Ortolani, 2018). Os animais resistentes controlam mais a
ingestdo de concentrados apds um quadro prévio de ARS. As susceptiveis
desenvolvem com maior frequéncia o quadro de ruminite, levando a menor absorgao
de AGCC, tornando as recorréncias frequentes, com maior intensidade e recuperagao

mais lenta (Krauze e Oetzel, 2006).

2.4 Sinais clinicos

Os animais acometidos pela ARS apresentam sinais inespecificos, como

episédios de inapeténcia e diarreia, sem evidente causa, além de perda de peso e



menor desempenho zootécnico, esse ultimo notado a longo prazo. Ocorre diminuigao
dos movimentos ruminais, porém ndo se encontram inteiramente ausentes (Gonzalez
e Silva, 2006). Em rebanhos leiteiros observa-se diminuicdo na producao de leite e
piora na condigao corporal (Krauze e Oetzel, 2006). As lesdes da parede ruminal, com
consequente rumenite e posterior paraqueratose também sao observadas, além de
abscessos hepaticos (Penner et al., 2010; Bicalho e Oikonomou, 2013; Lean et al.,
2013). De acordo com Krause e Oetzel (2006), a rumenite € considerada a lesao
fundamental nos quadros de ARS.

Devido as dificuldades de evidenciagao de sinais clinicos na ARS, as alteracdes
comportamentais dos animais tém sido estudadas. Ortolani (2018) verificou a
diminuicdo em 63% na ingestdo de matéria seca no primeiro dia da enfermidade,
sendo o consumo de alimento restabelecido apenas no terceiro dia. Além de
alteracdes na ingestdo, o tempo destinado as atividades basicas também se altera
com diminuicao de cerca 50% na ruminacido e aumento de 35% no tempo de 6cio e

de permanéncia em decubito esternal.

2.5 Laminite

A laminite é uma condigdo amplamente estudada na Medicina Veterinaria,
principalmente na espécie equina. Em ruminantes trata-se de uma importante
enfermidade, responsavel por perdas na produgéo principalmente relacionadas ao
descarte de animais (Sagliyan e Unsaldi, 2002; Albuquerque et al., 2009; Silva et al.,
2009). Considera-se a laminite um processo sistémico, com alteragdes vasculares no
tecido laminar dos digitos, podendo alterar a mobilidade da falange distal (Greenough,
2007).

Animais que receberam dietas ricas em concentrado e que apresentaram
quadro de ARS podem desenvolver laminite subsequente. Alteragcdes podais, como
crescimento excessivo dos cascos e alteracdes na sola, podem ocorrer semanas ou
meses apos a ocorréncia da ARS (Greenough et al., 1990). A exata fisiopatogenia
desse processo nao esta completamente elucidada, tanto para os casos de laminite

apo6s ALRA quanto nos casos de ARS. Acredita-se que alteragdes na osmolaridade



do trato gastrointestinal, liberacdo de fatores inflamatdrios e alteragdes vasculares
podais levam a ocorréncia da laminite (Nocek, 1997).

Em estudos anteriores realizados em animais com ALRA, a laminite esta
relacionada a endotoxemia presente, além da liberacdo de outros fatores como
histamina, toxinas termolabeis e adesinas fimbriais, que participam de processos
inflamatorios (Andersen, 2003). As endotoxinas sao raramente detectadas em animais
com quadro de ARS, portando, a atribuicdo da ocorréncia de laminite como
consequéncia da liberacdo de endotoxinas na corrente sanguinea é pouco aceita e,
quando essa ocorre, as endotoxinas sdo captadas pelas células de Kupffer no figado
(Constable et al., 2017).

O manejo nutricional € identificado como componente chave para o
desenvolvimento da laminite, além da associacao de outros fatores como: mudancgas
hormonais; doencas infecciosas como metrite, mastite e podriddo dos cascos (foot
rot); danos mecanicos ocasionados por piso excessivamente duro e outras condi¢des
inadequadas; além de outros fatores como condi¢ao e peso corporal além da estrutura
dos membros (Nocek, 1997).

2.6 Termografia podal infravermelha

No ano de 1934, Hardy demonstrou que a pele tem a capacidade de emitir
radiacao infravermelha (IV). Essa radiacao é emitida e refletida por todos os corpos,
transportando energia sob a forma de calor (Speakman e Ward, 1998). A termografia
por radiacdo infravermelha (TIV) é a representagao pictérica da temperatura a
superficie de um corpo. E um dos métodos mais modernos de diagnéstico por imagem
digital, sendo capaz de detectar inUmeras alteracdes, em sua grande maioria nédo
perceptiveis por outros métodos e de maneira precoce (Roberto e Souza, 2014). O
termografo € o unico instrumento conhecido capaz de captar a radiagao 1V, realizando
sua leitura e convertendo a radiacdo em imagem térmica (Eddy et al., 2001),
permitindo a avaliagdo quantitativa e qualitativa de mudancas de temperatura a
superficie.

Nos animais, a temperatura da superficie corporea é regulada pelo fluxo

sanguineo e taxa metabdlica dos tecidos subjacentes. Dessa maneira, o estado



fisioldgico desses pode ser avaliado aferindo-se a temperatura da pele pela TIV
(Nikkhah et al., 2005). Em processos inflamatodrios ou infecciosos locais, ocorre
ativacdo de mecanismos de defesa marcada por intensa atividade tecidual, consumo
de energia e aumento do fluxo sanguineo, ocasionando aumento de temperatura da
pele e tecidos adjacentes (Alves et al., 2007). Com o uso da técnica de TIV, areas
quentes e frias sao consideradas como padrdes sugestivos de lesdes. Processos
inflamatdrios levam ao aumento da temperatura local e, em algumas lesdes dolorosas,
ocorre estimulagcao simpatica, com consequente vasoconstricdo reflexa e isquemia
(Turner, 2001; Alves et al., 2007).

Na medicina veterinaria o uso da TIV € amplo, sendo aplicada como auxiliar no
diagnéstico, progndstico, prevencao (Roberto e Souza, 2014), reabilitacdo (Simon et
al., 2006), avaliacbes de bem-estar térmico em recintos de zooldgicos e instalagcbes
de animais de produgcdo (Roberto e Souza, 2014). Como ferramenta auxiliar no
diagnéstico de condig¢des inflamatdrias, a TIV ja foi empregada em diversas situagoes
como nas claudicagbes em equinos (Cetinkaya e Demirutku, 2012), mastite subclinica
em bovinos (Digiovani et al., 2016) e clinica em ovinos (Nogueira et al., 2013), diarreia
viral bovina em bezerros (Nikkhah et al., 2005; Hovinen et al., 2008), febre aftosa
(Dunbar et al., 2009; Rainwater-lovett et al., 2009), laminite em vacas leiteiras
(Alsaaod e Buscher, 2012), avaliagdo do plexo pampiniforme e escroto de touros
(Portugal, 2014) e laminite aguda em bovinos (Souza, 2017). Por meio da TIV, um
processo inflamatério pode ser detectado de uma a duas semanas antes da sua
deteccao clinica, favorecendo o diagndstico precoce de lesées (Purohit e McGoy,
1980; Mogg e Pollitt, 1992; Soroko et al., 2013), permitindo intervengdes terapéuticas
prévias, melhorando o bem-estar aos animais e minimizando perdas econdmicas
decorrentes das afecgbes (Wood et al., 2015).

Estad bem estabelecido que as regides mais quentes do membro distal de um
animal sadio estdo adjacentes ao plexo arteriovenoso coronario e ao cério lamelar. A
temperatura da regido da banda coronaria geralmente € 1°C ou 2°C mais elevada em
comparacgao ao casco em si. A laminite é detectada pelo aumento da diferenca de
temperatura entre a banda coronaria e a parede do casco (Turner, 2001; Cetinkaya e
Demirutku, 2011).
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Diferencas de temperatura acima de 1,25°C é indicativo de processo
inflamatério subclinico, quando ocorre comparacao da mesma area em membros
diferentes. Nos casos em que ambas as superficies se encontram inflamadas, é
necessaria a comparagao da regido afetada com a regidao sadia do mesmo membro
(Soroko et al.,2013). A deteccéo precoce da laminite é essencial para a melhoria do
bem estar dos animais, dos rendimentos da criacdo e das taxas de recuperacao
(Zecconi et al.,, 2011) e a TIV, combinada ao exame clinico € uma excelente
ferramenta para a investigacao precoce desta afecgéo (Turner, 1998), pois detecta o
calor antes que seja perceptivel no exame fisico de rotina (Turner, 2001), além de
permitir o monitoramento de pacientes com alto risco de se tornarem laminiticos
(Turner, 1991).

2.7 Estresse oxidativo

O termo radical livre é definido como uma espécie quimica que contém um ou
mais elétrons desemparelhados, conferindo instabilidade e reatividade bioquimica
(Thomas, 2000). Sao produzidos em processos fisioldgicos durante a redugao
oxidativa, metabolismo celular e em diversas condigbes patoldgicas (Hatheril et al.,
1991). Em pequena quantidade sao benéficos, como em situagdes em que ha a
necessidade de ativagao do sistema imune, como nos casos em que os macrofagos
utilizam o peréxido de hidrogénio para destruicdo de bactérias e outros patdégenos
(Schneider e Oliveira, 2004), na desintoxicacdo de drogas e na producéo do fator
relaxante derivado do endotélio, além do éxido nitrico, importante em processos que
desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos (Moncada, 2001). Em altas
concentragbes podem ser toxicos, principalmente ao oxidarem moléculas biologicas
alterando suas caracteristicas e provocando transtornos no metabolismo celular
(Chihuailaf et al., 2002). Todos os metabdlitos reativos derivados do oxigénio (O2)
sejam radicais livres ou ndo, sao coletivamente designados como espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Chihuailaf et al., 2002).

A geracao de EROs é resultante do metabolismo de Oz, sendo a mitocéndria a
principal fonte geradora (Barbosa et al., 2010). As mais importantes EROs incluem: o

anion superoxido (O27), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH-)
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(Barbosa et al., 2010). O Oz é produzido por diversos processos celulares, como na
cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria, por enzimas como a xantina oxidase
e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), ou pela
reducdo monoelétrica de O2. O H20:2 é formado pela reacao da dismutacdo de O2-
catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD). O OH- é o radical mais lesivo
conhecido e, uma vez formado, leva a modificagbes no DNA, danos proteicos e
inativagdo enzimatica com consequente peroxidagéo lipidica (Vasconcelos et al.,
2007).

Frente a acdo lesiva das EROs, o organismo langa mao do sistema
antioxidante, sendo mesmo dividido em enzimatico e ndo enzimatico. No primeiro,
estdo inclusas as enzimas SOD, catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Essas
enzimas agem por meio de mecanismos de prevengao, impedindo e/ou controlando a
formacgao das EROs, envolvidos com a iniciagao das reagdes que culminam com a
propagacao e amplificagcdo do processo, € com a ocorréncia de danos oxidativos
(Vasconcelos et al., 2007). Alguns compostos de origem dietética sao classificados
como antioxidantes ndo enzimaticos, entre eles: vitaminas (acido ascorbico - vitamina
C, a-tocoferol - precursor da vitamina E, B-caroteno - precursor da vitamina A),
minerais (zinco, cobre, selénio, magnésio), além de compostos fendlicos (Barbosa et
al., 2010). Diferentes mecanismos de agao antioxidativa podem ser utilizados como:
inibicdo da formacao das EROs, impedimento de sua acao, favorecimento do reparo
e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (Barbosa et al., 2010).

O termo estresse oxidativo é utilizado quando a producao de EROs resulta em
dano tecidual ou em compostos toxicos danosos aos tecidos. Considera-se que um
organismo esta sob estresse oxidativo quando ocorre desequilibrio entre os
mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam
predominantes (Schneider e Oliveira, 2004). O estresse oxidativo favorece a
ocorréncia de ataques das EROs a componentes celulares, especialmente lipideos,
levando ao dano tecidual (Grotto et al., 2008). A produgéo de EROs esta elevada em
lesbes teciduais causadas por traumas, infeccbes, parasitas, radiagdes, hipoxia,
toxinas e exercicios extremos, devido a um conjunto de processos como aumento de
enzimas envolvidas na formagéo de radicais, a ativagao da fagocitose, liberagao de

ferro e cobre ou interrup¢ao da cadeia transportadora de elétrons (Rock et al., 1996).
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Perante a situacdo em que é constatado estresse oxidativo, o organismo pode
reagir de duas formas: adaptando-se ou sofrendo injuria celular. Em casos de estresse
oxidativo brando, as células suportam e respondem a essa situagdo com aumento na
producdo de defesas antioxidantes, na tentativa de reestabelecer o equilibrio pro-
oxidante/antioxidante. Porém, em casos severos ha ocorréncia de injuria celular e,
quando essa é intensa, os danos tornam-se irreversiveis, culminando com morte

celular (Halliwell e Gutteridge, 2001).

2.8 Metaloproteinases e seus inibidores teciduais

A composicao estrutural da matriz extracelular (MEC) apresenta-se ativa e
dindmica, sendo composta por proteinas estruturais (colageno e elastina), moléculas
adesivas (fibronectina, laminina e fibrilina), proteinas da matriz e moléculas de
superficies de células. A habilidade das células em detectarem pequenas alteragdes
na combinagao, concentracdo e componentes da MEC sugere que perturbacdes em
sua homeostase possam permitir a remodelagem da parede vascular e outros
componentes (Coats et al., 1997).

Existem cerca de trinta metaloproteinases (MMPs) descritas. Sao divididas em
diferentes grupos de acordo com seus substratos, chamados estromelisinas,
colagenases e gelatinases (Kupai et al., 2010). Essas enzimas participam em
processos fisioldgicos como no desenvolvimento embrionario, morfogénese,
reproducédo, reabsorgao e remodelagao tecidual; além de processos patolégicos como
destruicdo de cartilagens em casos de artrite, ruptura de placa aterosclerdtica,
reestenose miocardica, desenvolvimento de aneurismas, metastase tumoral entre
outros (Corbel et al., 1999).

S&o produzidas por varios tipos celulares (fibroblastos, macréfagos,
mastocitos, neutrdéfilos, células sinoviais e epiteliais), regulam processos bioldgicos e
sdo controladas pela sintese, secrecdo, ativacdo de pré-enzimas e inibicdo de
enzimas ativas. Sua atividade é regulada tanto positiva como negativamente por
citocinas e fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), interleucinas (IL-1, IL-4
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e IL-6), membros da familia do fator transformador de crescimento ou pelo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Spinale, 2002; Cawston e Wilson, 2006).

As MMPs séo classificadas de acordo com o substrato que degradam, sendo
divididas em colagenases (compreendidas pelas MMPs 1, 8, 13 e 18); gelatinases
(MMP-2 e 9); estromelisinas (MMPs 3, 7, 10, 11, 19 e 20); matrilisinas (MMPs 7 e 16)
e as de tipo membrana MT-MMPs (MMPs 14,15, 16, 17, 24 e 25) (Loftus e Thompson,
2002; Visse e Nagase, 2003). A maioria €& secretada livremente no espacgo
extracelular, porém algumas sao intracelulares, como a MMP-9 situada nos granulos
dos neutroéfilos (Corbel et al., 1999; Nagase et al., 2006). A MMP-2 (gelatinase A) e
MMP-9 (gelatinase B) degradam a elastina, fibronectina e colagenos tipo 1V, V e VI
presentes na MEC de varios tecidos. Sistemicamente, as células fonte dessas
enzimas sao macrofagos, neutrofilos e linfécitos (Rosenberg, 2002). A forma latente
da MMP-2 (pré MMP-2) esta normalmente presente em tecidos de humanos e animais
sadios, enquanto que a MMP-9 (forma ativa) esta presente apenas em processos
patolégicos, embora a MMP-2 também possa estar presente em sua forma ativa em
tais processos (Mun-Bryce e Rosenberg, 1998).

Todas MMPs possuem zinco presente no centro catalitico e sdo produzidas em
forma de pro-enzima. A laténcia da pro-MMP é mantida pela interagéo entre o residuo
de cisteina presente no dominio pré-peptideo com o zinco presente no dominio
catalitico, bloqueando o acesso deste ao substrato. Sdo ativadas no tecido por
clivagem do dominio pré-peptidico, deixando o sitio catalitico livre para interagdo com
o substrato (Visse e Nagase, 2003). A exposicao do sitio catalitico permite a lise de
substrato das pr6-MMPs, e é o fundamento para a deteccdo de ambas as formas, na
presenca do dodecil-sulfato de sédio (SDS) pela técnica da zimografia (Galis et al.,
1995).

De acordo com Birkedal-Hansen et al. (1993), a atividade das MMPs no
substrato da matriz extracelular é regulada por quatro vias:

- transcrigao nos genes das MMPs,

- ativagao de precursores,

- diferencas de especificidade de substrato,

- inibidores teciduais de MMPs (TIMPs)
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Os TIMPs sao proteinas que regulam as fungdes das MMPs, o nivel de sua
ativagao e a habilidade de hidrolisar um determinado substrato (Murphy et al., 1999).
A regulacdo inibitéria da atividade das MMPs € realizada por um inibidor nao
especifico (a2-macroglobulina) ou por inibidores especificos (TIMPs), que
compreendem quatro proteinas: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4; os quais
apresentam a capacidade de inibir a atividade das MMPs por ligagdo ndo covalente
ao dominio catalitico das mesmas. Dessa forma, formam-se complexos de alta
afinidade 1:1 (Sang, 1998; Kranzhofter et al., 1999).

A partir do momento que ocorre desequilibrio entre os niveis de MMPs e TIMPs,
o processo fisiologico passa a ser patolégico, desencadeando diversas doengas como
cancer, artrites, inflamacéao, diabetes e doencas cardiovasculares (Kupai et al., 2010).
Sabe-se que niveis aumentados ou desregulados de MMPs sado observados em
qualquer doenga que tem por caracteristica a inflamacéao (Parks et al. 2004). As MMPs
sdo essenciais para o trafego de leucécitos pelos tecidos, a partir da digestado de
moléculas da matriz extracelular (Parks et al., 2004). As MMP-2 e MMP-9 clivam
quimiocinas e citocinas promovendo um mecanismo indireto de regulacéo de fluxo de
células para o foco inflamatério (Deschamps e Spinale, 2006). Apesar das MMPs
serem cruciais para resposta inflamatéria, a atividade descontrolada dessas proteases
pode provocar dano tecidual grave (Geurts et al., 2012).

As MMPs de tecido laminar de equinos foram isoladas pela primeira vez em
casos clinicos de laminite, descobrindo que o tecido laminitico contém atividade
aumentada de MMP-2 e MMP-9 em comparacao a tecidos saudaveis (Pollitt et al.,
1998). Sabe-se que quatro fatores podem desencadear a ativacdao de MMPs em
equinos com laminite, sendo eles a liberacdo de aminas pela descarboxilagido
bacteriana dos aminoacidos, liberacdo de endotoxinas oriundas da lise de bactérias,
liberagdo de exotoxinas por bactérias gram-positivas e fatores relacionados a
obesidade (Bailey et al., 2004). A degradacgao laminar podal causada pelas MMPs tem
sido associada a resposta inflamatéria, devido a liberagao de fatores de ativacao de
MMPs da corrente sanguinea para os digitos, contribuindo com o processo
degenerativo (Clutterbuck et al., 2010). Pelo exposto, nota-se que o assunto em tela
€ complexo, com vértices ainda nao totalmente esclarecidos, justificando plenamente

este estudo.
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Capitulo 2 - Termografia infravermelha podal no diagnoéstico de laminite em

ovinos com acidose ruminal subaguda’
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Resumo: a ocorréncia de laminite apds quadro inicial de acidose ruminal
subaguda (ARS) é considerada a principal sequela nos animais acometidos por
essa afeccdo. O exato mecanismo responsavel pela instalacdo da laminite nao
foi completamente elucidado, porém a inflamacgéao local € importante, além da
dor ocasionada nos animais. A termografia infravermelha (TIV) € uma ferramenta
utilizada na avaliagéo de diversos processos inflamatérios, principalmente nos
casos de laminite na espécie equina. O presente estudo avaliou a temperatura
podal em ovinos apds inducdo experimental de ARS, com auxilio da TIV,
objetivando diagnosticar a laminite precocemente. Foram utilizadas oito ovelhas
adultas, sendo trés animais alocados no grupo controle (GC) e cinco no grupo
inducgao (Gl), o qual recebeu dieta com alta proporgéo de alimento concentrado
durante 30 dias. As regides da banda coronaria e pele adjacente foram avaliadas
a cada 12 horas durante o periodo experimental, por meio de exame fisico e
termografico em ambiente com temperatura controlada. Todos os animais do Gl
apresentaram alteragdes nos termogramas em diversos momentos ao longo do
periodo, e a laminite foi diagnosticada clinicamente entre os dias 11 e 17. Os

membros toracicos foram mais acometidos quando comparados com o0s

I O presente capitulo foi redigido conforme as normas da revista “Research in Veterinary
Science” e sera enviado para publicacao.
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membros pélvicos, diferindo dos estudos realizados com bovinos. Em 11
momentos distintos os dois digitos dos quatro membros de todos os animais
pertencentes ao Gl apresentaram temperaturas superiores a 27°C, com valores
chegando a 35°C. Em diversos momentos ocorreu a mudanga no termograma
previamente a manifestacao clinica de laminite pelos animais do Gl. Podemos
concluir a TIV é uma importante ferramenta para o diagndstico precoce de
laminite em ovinos apds indugao experimental de ARS.

Palavras-chave: afec¢éo podal, inflamacéao, temperatura.

1. Introdugao

A termografia infravermelha (TIV) é definida como a representacéo
pictérica da temperatura da superficie de qualquer objeto, captando a emissao
de calor (Valdés-Martinez e Park, 2011). A TIV n&o provoca dor ao paciente, &
realizada a distancia, reduzindo os riscos de lesdo e estresse associados a
manipulagado e contato com os animais, além de n&o envolver a exposi¢céo a
qualquer tipo de radiagao nociva para o paciente ou operador, permitindo a
repeticdo do exame quando necessario e sem restricbes (Roberto e Souza,
2014).

A técnica permite visualizar fenbmenos anatomo-patoldgicos,
evidenciando afec¢des que apresentam alteragbes da perfusao sanguinea, tais
como processos inflamatorios, oncoldgicos, alteragdes musculoesqueléticas,
fibroses, neuropatias e isquemias (Yang e Yang, 1992; Walsh e Gaynor, 2001;
Berry et al., 2003; Schaefer et al., 2007; McCafferty, 2007; Polat et al., 2010).

Pode ser aplicada no diagnéstico precoce de alteragdes subclinicas, além de
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prevenir o agravamento de lesdes, pois detecta alteragdes teciduais antes da
ocorréncia de sintomatologia clinica (Garcia et al., 2016).

Utilizando-se a técnica de TIV, as afec¢des do casco podem ser avaliadas
satisfatoria e rapidamente (Merrian, 2003), além de fornecer informagdes sobre
laminite, abscessos, hematomas ou outras condi¢gdes inflamatdrias,
especialmente quando os resultados da exploragéo clinica e radioldgica sao
inconclusivos (Purohit e Mccoy, 1980; Turner et al., 1983). A detecgao precoce
de laminite é essencial para a melhoria do bem-estar dos animais, aumento das
variaveis produtivas e das taxas de recuperacao, sendo a mesma detectada na
TIV pela diferenga de temperatura entre a banda coronaria e a parede do casco
(Zecconi et al., 2011).

A acidose ruminal subaguda (ARS) ocorre quando dietas ricas em energia
e altamente palataveis sdo empregadas em ruminantes nao adaptados a esse
tipo de substrato. O aumento da concentragdo dos acidos graxos de cadeia
curta, resulta em diminui¢des transitorias do pH ruminal a valores abaixo de 5,5
(Klein et al., 2003). A alta incidéncia de laminite e outros problemas locomotores
é relatada apés episddios de ARS (Klein et al., 2003), sendo a laminite a sequela
mais significativa encontrada (Nordlund et al., 1995). A exata fisiopatogenia
desse processo nao foi completamente elucidada. Acredita-se que alteragdes na
osmolaridade do trato gastrointestinal, liberacao de fatores inflamatdrios e
alteragbes vasculares podais levam a ocorréncia da laminite (Nocek, 1997).
Alteragdes podais como crescimento excessivo dos cascos e alteragdes na sola
podem ocorrer semanas ou meses apos a ocorréncia da ARS (Greenough et al.,

1990).
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O manejo nutricional é identificado como componente chave para o
desenvolvimento da laminite, além da associacdo de outros fatores como:
mudang¢as hormonais; doencgas infecciosas, podriddo dos cascos (foot rot);
danos mecanicos ocasionados por piso excessivamente duro e outras condi¢des
inadequadas; além de outros fatores como condicao e peso corporal além da
estrutura dos membros (Nocek, 1997). O presente trabalho objetivou avaliar a
termografia infravermelha como ferramenta auxiliar no diagnéstico precoce de
laminite em ovinos com ARS induzida experimentalmente, uma vez que a

literatura é escassa sobre esse tema na espécie ovina.

2. Material e métodos
2.1 Animais
O presente trabalho esta de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) recebendo aprovagao pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA), Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
(FCAV) — Unesp Campus Jaboticabal, sob Protocolo n® 5758/16. Foram
utilizadas oito ovelhas adultas, mesticas da raga Santa Inés, higidas e criadas a
campo. Os animais foram mantidos em baias providas de piso de borracha,
comedouros e bebedouros, sob as devidas condicbes de higiene, junto ao
Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria, Unesp Campus de Jaboticabal. Os animais foram alimentados
durante 60 dias, antes da inducdo da ARS, com feno de Cynodon dactylon a
vontade, dieta nutricionalmente adequada para ovinos em manutencao

(Sobrinho et al., 1996), com livre acesso a agua potavel e mistura mineral.
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Os animais foram divididos em dois grupos sendo o grupo controle (GC)
composto por trés animais e o grupo indugédo (Gl) com cinco animais. Para
indugado da ARS, o Gl recebeu dieta, baseada no consumo de matéria seca (MS)
do periodo de adaptacao, na qual foram incluidos, diariamente, 10% de alimento
concentrado farelado (76,8% de milho moido, 18,2% de farelo de soja e 5% de
nucleo mineral e vitaminico), até completar 80% da MS (Brossard et al., 2003;
Girardi, 2016), porcentagem mantida até o final dos 30 dias experimentais.

O alimento concentrado e o volumoso foram fornecidos separadamente e
a vontade, de uma vez, as 6h30. Na manha seguinte, as sobras foram pesadas
para calculo do consumo médio diario (kg de matéria organica por animal,
posteriormente convertido para kg de MS por animal, com base nos resultados
das analises bromatoldgicas), de cada grupo, para cada tipo de alimento. Tal
procedimento teve por objetivo garantir a manutencéo da ingestdo de MS/kg de
peso corporal obtido durante o periodo de adaptacgéao (0,019601643 kg MS/kg de
peso corporal para os animais do GC e 0,023506968 kg MS/kg de peso corporal
para o Gl), ajustando semanalmente o fornecimento do alimento a variagao do
peso corporeo dos animais. Os valores basais das temperaturas dos animais dos
dois grupos foram as médias das analises termograficas realizadas 15 dias, sete

dias e imediatamente antes do inicio do periodo experimental.

2.2 Avaliagao clinica e termografica
Previamente a obtengdo dos termogramas, os cascos foram
inspecionados para detecgao de sinais e lesdes relacionados a laminite (Riet-
Correa et al., 2001). Além da inspegao dos cascos também se realizou a

observacao dos animais claudicantes, o apoio dos membros, avaliacao de
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aspectos da muralha, espaco interdigital e quaisquer outras alteracbes da
locomogao dos animais pertencentes do Gl. As imagens termograficas podais
foram obtidas com os animais contidos em posi¢cao quadrupedal, sem utilizagcao
de farmacos, apds aclimatagdo minima de 20 minutos (Purohit et al., 2008),
sendo as areas avaliadas previamente limpas, utilizando-se compressa seca, na
auséncia de luz solar direta e corrente de ar (Turner, 2001; KniZzkova et al., 2007),
por meio de aparelho termovisor (FLIR T300). A camera termografica foi
posicionada perpendicularmente a parede do casco, no espaco interdigital do
membro avaliado, a cerca de 30 cm do mesmo, na posi¢do anteroposterior. A
emissividade automatica adotada pelo aparelho foi de 0,98 e a resolugao
termografica foi calibrada baseada na temperatura ambiente conforme
recomendacdes do fabricante.

A temperatura ambiente foi controlada durante toda a avaliagao e aferida
por termdmetro digital modelo 7665 (Incoterm Industria de Termdmetros LTDA.,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). A avaliagdo termografica foi realizada
as 08:00 e 20:00 horas, diariamente em todos os animais e pelo mesmo
operador, evitando-se as variagbes provocadas pelo ciclo circadiano na
temperatura do casco (D’Alterio et al., 2011). As regides da parede do casco e
pele adjacente foram escolhidas para a avaliagdo termografica e, apds a
obtencdo dos termogramas, os mesmos foram avaliados utilizando software
especifico (FLIR Tools Version 5.1.15036.1001, FLIR Systems Inc., Portland,
Oregon, USA), obtendo as temperaturas maximas, minimas e médias das

regides avaliadas.
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2.3 Analise estatistica

Foi utilizado o software de analise estatistica SAS 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, USA) para analise das variaveis, o método escolhido foi a
andlise de variancia com medidas repetidas, além de comparacbées de médias
aos pares. Através do teste F foi realizado o desdobramento dos grupos através
dos tempos, com nivel de significancia adotado de 5%. Foi realizada a analise
do Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as temperaturas obtidas pela
analise do software (maxima, média e minima) e a temperatura ambiente. Além
disso, o Teste de T de Student foi realizado, a nivel de 5%, para comparagao

entre as médias gerais das trés temperaturas entre os dois grupos.

3. Resultados
3.1 Avaliacao clinica de laminite
As médias do pH ruminal dos animais do Gl, durante vinte e quatro horas
(6,11 £ 0,20), apresentaram diferenga significativa quando comparado com as
médias do pH ruminal das ovelhas do GC (6,57 + 0,16). Os dias experimentais
que diferiram do GC foram segundo, quarto, quinto, sexto e do oitavo ao 30° dia
de fornecimento de dieta concentrada. Os menores valores de pH ruminal do Gl
se concentraram do oitavo até o 17° dia apds a indugcao da doenca, ou seja,
desde o inicio da dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de
alimento volumoso, mostrando que o método de indugédo de ARS foi eficaz nos
animais do Gl.
Os sinais clinicos relacionados a laminite como a alternancia de apoio
principalmente dos membros toracicos, claudicagao leve, aumento do tempo de

decubito esternal e ungulas sensiveis a palpagéao iniciaram-se no momento 22
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(11° dia), estendendo-se até o momento 34 (17° dia); sendo as manifestacées
clinicas de dor mais evidentes nos membros toracicos de todos os animais

pertencentes ao Gl.

3.2 Avaliagao termografica podal

A temperatura ambiental na sala de avaliagéo foi controlada e manteve-
se praticamente sem alteracao durante o periodo de avaliacdo, apresentando
valor médio de 25,09 + 0,57°C. Os aumentos de temperatura da parede do casco
ocorreram entre 10 e 5 dias antes da manifestacao dos sinais de dor, durante
todo o periodo experimental foram obtidos 61 momentos de avaliagdes
termograficas de todos os animais. As médias gerais das temperaturas maximas,
minimas e médias e, o resultado do Teste de T de Student dos animais
pertencentes aos grupos controle e indugao encontram-se na Tabela 1. Através
do Teste de T de Student, as seguintes temperaturas minimas nao apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05): o digito medial do membro pélvico esquerdo e
os digitos lateral e medial do membro pélvico direito. As demais temperaturas
apresentaram diferenga significativa na comparagao dos grupos pelo referido
Teste (p < 0,05). Apds andlise de correlagao entre as trés temperaturas obtidas
pelo software termografico e a temperatura ambiente, a temperatura maxima foi
a que menos apresentou influéncia em comparagéo com temperatura ambiental
(r2 = 0,33), sendo a escolhida para discussdo. Nas figuras 1 a 4 estdo as
representacoes graficas das médias das temperaturas maximas dos dois grupos
experimentais ao longo do tempo. Nota-se que nos dois digitos dos quatro

membros as temperaturas dos animais do Gl foram superiores aos animais do
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GC em praticamente todos os momentos avaliados, estando os momentos que

apresentaram diferencas significativas listados a seguir.

Tabela 1: Médias gerais obtidas das trés temperaturas avaliadas (maxima, minima e média) dos
animais pertencentes aos grupos controle (GC) e indugao (Gl) ao longo do periodo experimental.

Digito Grupo
Lateral GC Gl
Temp maxima 22,95°C a 24,89°C b
Temp minima 21,80°C a 22,67°C b
Temp média 22,37°C a 23,87°C b
Membro toracico Medial
esquerdo Temp maxima 22,85°C a 25,16°C b
Temp minima 21,77°C a 22,71°Cb
Temp média 22,37°C a 24,05°C b
Lateral GC Gl
Temp maxima 22,80°C a 25,63°C b
Temp minima 21,91°C a 22,83°C b
Temp média 22,40°C a 24,36°C b
Membro toracico Medial
direito Temp maxima 22,79°C a 25,54°C b
Temp minima 21,88°C a 22,80°C b
Temp média 22,40°C a 23,32°C b
Lateral GC Gl
Temp maxima 23,05°C a 25,50°C b
Temp minima 21,89°C a 22,41°C b
Temp média 22,54°C a 24,11°Cb
Membro pélvico Medial
esquerdo Temp maxima 23,11°C a 25,52°C b
Temp minima 21,90°C a 22,29°C a
Temp média 22,58°C a 23,98°C b
Lateral GC Gl
Temp maxima 23,08°C a 25,15°C b
Temp minima 21,89°C a 22,09°C a
Membro pélvico Temp média 22,58°C a 23,77°C b
direito Medial
Temp maxima 22,94°C a 25,11°C b
Temp minima 21,87°C a 22,12°C a
Temp média 22,46°C a 23,74°C b

*Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de T de Student a 5%
Temp: temperatura

Em todos os momentos em que as temperaturas avaliadas apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05), as médias do Gl foram superiores as médias
do GC para todos os digitos dos quatro membros. As médias das temperaturas

maximas dos digitos lateral e medial do MTE (Figura 1) apresentaram diferenga
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significativa (p < 0,05) nos momentos 9, 17, 19, 21, 22, 23, 25, 27, 33, 39, 46,

47, 48 e 61 na comparacgao entre os animais do GC e do Gl.

Digito lateral - Temperatura maxima oo Digito medial - Temperatura maxima

1 357 51113151719212325272931 3335373941 4345474051 5555575561 1357 91113151718212325272031333537304143454748515355575961

3

Momentos Momentos

m—G el _—GC —Gl

Fig 1: graficos resultantes das médias das temperaturas maximas obtidas apos realizagdo da
analise de termografia infravermelha (TIV) do membro toracico esquerdo (MTE) dos ovinos
pertencentes aos grupos controle (GC) e indugéo (Gl) apos inducdo experimental de acidose
ruminal subaguda (ARS). Jaboticabal, 2019.

As médias das temperaturas maximas dos digitos medial e lateral do MTD
(Figura 2) apresentaram diferencga significativa (p < 0,05) na comparacéo entre
0s grupos nos momentos 9, 17, 19, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 33, 37, 38, 40, 42, 45,

46, 47, 48, 55 e 61.

Digito lateral - Temperatura maxima oC Digito medial - Temperatura maxima
34.00
32,00
30,00
28,00
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5 7 9111315171921232527293133353739414345474951 5355575961 1 3 57 91113151715212323527293133353739414345474851 5355575961
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—_— — —_—GC = Gl

Fig 2: graficos resultantes das médias das temperaturas maximas obtidas apos realizagdo da
analise de termografia infravermelha (TIV) do membro toracico direito (MTD) dos animais
pertencentes aos grupos controle (GC) e indugéo (Gl) apo6s indugdo experimental de acidose
ruminal subaguda (ARS). Jaboticabal, 2019.
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As médias das temperaturas maximas dos digitos medial e lateral do MPE
(Figura 3) apresentaram aumento significativo (p < 0,05) nos momentos 11, 19,

17, 21, 23, 24, 25, 33, 37, 47 e 61 na comparagao entre os grupos GC e GlI.

o0 Digito lateral - Temperatura maxima o Digito medial - Temperatura maxima

34,00 34,00
32,00 32,00
30,00 30,00
28,00 28,00
76,00 26,00
2400 2400
22,00 22,00
20,00 20,00
18,00 18,00

1357 91113151719212325272931333537394143454749515355575961 135 7 9111315171921332527209313335373041434547405153555750961

Momentes Momentes

—_—GC =Gl —_—3c — Gl

Fig 3: graficos resultantes das médias das temperaturas maximas obtidas apos realizagdo da
analise de termografia infravermelha (TIV) do membro pélvico esquerdo (MPE) dos animais
pertencentes aos grupos controle (GC) e indugéo (Gl) ap6s indugdo experimental de acidose
ruminal subaguda (ARS). Jaboticabal, 2019.

As médias das temperaturas maximas dos digitos medial e lateral do MPD

(Figura 4) apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) nos momentos 13, 17,

19, 21, 22, 23, 26, 33, 37, 47 e 61 na comparagao entre 0s grupos.

o Digito lateral - Temperatura maxima oo Digito medial - Temperatura maxima

34,00 34,00
52,00 32,00
30,00 30,00
28,00 28,00
26,00 26,00
24,00 24,00
22,00 22,00
20,00 20,00
18,00 18,00

1357 91113151719212325272931333537354143454749515355575961 135 7 911131517192123252729313533537394143454749515355575861
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Fig 4: graficos resultantes das médias das temperaturas maximas obtidas apos realizagdo da
andlise de termografia infravermelha (TIV) do membro pélvico direito (MPD) dos animais
pertencentes aos grupos controle (GC) e indugéo (Gl) apés indugdo experimental de acidose
ruminal subaguda (ARS). Jaboticabal, 2019.
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A Figura 5 ilustra a diferencga entre a TIV de um animal pertencente ao GC

em relagdo a um dos animais do Gl ao longo do periodo experimental.

Fig 5: imagens termograficas podais realizadas durante o periodo experimental. Imagem A: animal
do grupo controle (GC); Imagem B: animal do grupo indugéo (Gl) apdés indugdo experimental de
acidose ruminal subaguda (ARS): momento nimero 15; Imagem C: animal Gl, momento numero 33;
Imagem D: animal Gl: momento numero 51. — Jaboticabal, 2019.

4, Discussao

A laminite é considerada uma doencga sistémica com manifestagcdes nos
digitos, ocorrendo alteragbes vasculares e degenerativas do corio laminar, que
podem afetar o posicionamento e a mobilidade da falange distal dentro do estojo
corneo (Greennough, 2007). Os principais sinais clinicos encontrados sao

claudicacédo em diferentes graus, relutancia em se locomover, diminuicdo do
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apoio no membro afetado, cifose, e no local pode-se observar inchago, além de
aumento de temperatura (Nocek, 1997; Jackson e Cockcroft, 2002).

Durante o periodo foram obtidas 1732 imagens termograficas totais. A
area escolhida para avaliagdo termografica foi a banda coronaria e pele
adjacente, pois essa regido possui maior vascularizagao, refletindo a circulagao
sanguinea local. Dessa forma, lesdes ou alteragbes inflamatérias podem ser
identificadas por meio do aumento da temperatura local (Nikkhah et al., 2005;
Gloster et al., 2011; Alsaaod e Bulscher, 2012).

Nenhum animal pertencente ao GC apresentou alteracdes termograficas
e tampouco, sinais clinicos de laminite durante o periodo de estudo. O modelo
experimental de indugcao de laminite apdés quadro de ARS mostrou-se efetivo
para analise dessa patologia, conforme foi relatado por Girardi (2016). Trabalhos
realizados com bovinos (Gloster et al., 2011; Alsaaod e Buscher, 2012; Stokes
et al., 2012; Alsaaod et al., 2014; Wood et al., 2014; Souza, 2017) relataram a
influéncia da temperatura ambiente sobre a temperatura podal dos animais,
ocorrendo vasoconstricio nos membros como mecanismo de conservagao de
calor, principalmente nos paises de clima temperado a frio. Além da importancia
da temperatura ambiental, a limpeza da area a ser avaliada também é relevante,
pois sujidades e umidade no local alteram os resultados (Turner, 2001);
ressaltando a importancia da manutencdo da temperatura ambiente controlada
no presente estudo, além da limpeza prévia das areas avaliadas.

A TIV apresenta diversos pontos positivos como ferramenta de avaliagao
de afecg¢des podais, porém um dos grandes desafios é estabelecer qual valor
utilizar como temperatura discriminatéria entre higidez e morbidade. Wood et al.

(2014) desenvolveram equacgdes para definir a variagao da temperatura podal de
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vacas leiteiras com ou sem lesdes em diversas temperaturas ambientes, visando
a comparacido entre rebanhos e o acompanhamento ao longo do tempo.
Trabalhos europeus utilizando bovinos leiteiros citam a temperatura de 27°C
como linha de corte para classificagdo, sem distingdo dos membros e digitos
(Stokes et al., 2012; Renn et al., 2014). Souza (2017) ao avaliar laminite aguda
em novilhas nelore ap6s indugéo experimental de acidose lactica ruminal aguda
sem controle de temperatura ambiental, utilizou 30°C como temperatura
discriminatoria entre higidez e morbidade. No presente trabalho, as médias
gerais das temperaturas maximas do Gl dos digitos laterais e mediais dos quatro
membros avaliados (Tabela 1) foram inferiores as notas de corte discriminadas
pela literatura compilada, porém todas as médias do Gl foram superiores as
meédias do GC durante o periodo, evidenciando as variagbes térmicas dos
animais com laminite apés inducao de ARS.

Ao utilizarmos a temperatura de 27°C como linha discriminatéria entre
higidez e morbidade, a mesma foi comparada com as temperaturas maximas
obtidas de cada avaliagao termografica dos animais experimentais, pois foi a que
menos apresentou influéncia ambiental. N&o foi encontrada na literatura
compilada trabalhos realizados com ovinos, portanto a comparacgao foi realizada
com a espécie bovina. Os animais pertencentes ao GC apresentaram
temperaturas maximas inferiores a 27°C, sendo todos classificados como
higidos. Durante o periodo, todos os digitos dos quatro membros dos animais
do Gl apresentaram diversos momentos em que os valores das temperaturas
maximas foram superiores a 27°C, sendo que o MTD (28,44%) foi o que mais
apresentou temperaturas superiores a temperatura de corte, seguido pelo MPE

(27,29%), MPD (23,27%) e, por ultimo, MTE (20,97%). Em 11 momentos
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distintos (9, 13, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 33, 37 e momento 61) todos os digitos dos
quatro membros apresentaram temperaturas superiores a 27°C, sendo a mesma
apresentando valores superiores a 30°C em animais com laminite, chegando até
valores de 35,5°C. Os resultados obtidos no presente trabalho diferem do
relatado por Sousa (2017), ao avaliar a temperatura média do termograma em
bovinos submetidos a indugéo de laminite aguda, pois os membros pélvicos
foram os que apresentaram as maiores temperaturas.

A identificagdo da laminite pela TIV torna-se relativamente facil,
principalmente quando o aumento de temperatura ndo ocorre em todos os
membros de maneira simultanea, permitindo comparacbes pareadas entre os
diferentes digitos. Os aumentos de temperatura da parede do casco ocorreram
entre 10 e 5 dias antes da manifestacdo dos sinais de dor, semelhante ao
descrito para equinos com laminite (Turner, 1991), tornando a TIV uma
importante técnica para o diagndstico precoce de laminite, além de proporcionar
mais rapidamente o inicio do tratamento. Todos os animais do Gl apresentaram
sinais clinicos de laminite, além de variagdes marcantes nos termogramas
durante todo o periodo experimental. Os sinais de sensibilidade dolorosa e/ou
claudica¢do dos animais ocorreram em 19 momentos ao longo do periodo, sendo
que em 90% dos casos 0 acometimento se deu nos membros toracicos. A maior
ocorréncia de alteracbes nos membros toracicos pode ser devido a
conformidade dos ovinos, se assemelhando ao que ocorre em equinos, pois na
espécie equina os membros toracicos séo responsaveis por suportarem até 60%
do peso corporal (Hood, 1999).

A ocorréncia da laminite ndo discrimina a frequéncia de quais digitos ou

membros sao acometidos (Nocek, 1997; Thoefner et al., 2004; Van Amstel e
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Shearer, 2006; Greenough, 2007; Radostits et al., 2007, Danscher et al., 2009)
portanto, o presente estudo prima-se pelo pioneirismo. Em bovinos leiteiros,
acredita-se que a maior ocorréncia de afeccdes podais nos membros pélvicos
se dd em decorréncia das alteragbes conformacionais, principalmente pelo
posicionamento e volume do ubere, causando maior pressao sobre os digitos
laterais dos membros pélvicos, aumentando a predisposi¢ao as lesdes (Silva et
al., 2006, Machado et al., 2008; Cunha, 2010; Rodrigues, 2013). Aspectos
relacionados a laminite, claudicacdo dos animais e a variacdo nos padrdes
térmicos sao frequentemente relatados principalmente em bovinos leiteiros
(Alsaaod e Bischer, 2012; Main et al., 2012; Stokes et al., 2012; Alsaaod et al.
2014; Talukder et al., 2015), porém os trabalhos ndo especificam quais afec¢des
podais sao responsaveis pela manifestagao clinica e variagao térmica.

Outro importante fator em relagéo a laminite € o reconhecimento da dor.
Alguns parametros fisiolégicos de resposta a dor e métodos de avaliagdo foram
investigados na tentativa de estabelecer qual € o mais adequado (Murrell et al.,
2008). Mudangas comportamentais podem ser avaliadas caso ocorra suspeita
de dor nos animais, entre elas reducao da atividade, aumento do tempo de
decubito, afastamento do rebanho entre outros (Clark, 2009), sinais esses que
ocorreram nos animais do presente estudo. Os ovinos sao classificados como
animais estoicos, portanto é possivel que os mesmos ndo manifestem sinais
obvios de dor ou incbmodo. Como sao animais predados, € possivel que por
consequéncia da evolugao, seja vantajoso nao mostrar sinais de dor, pois seriam
alvos mais faceis de seus predadores (Fitzpatrick et al., 2006). Os aumentos das
temperaturas dos digitos dos animais do Gl foram marcantes ao longo do

periodo de observacao, entretanto, apenas em 19 momentos foram observados
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sinais de dor podal e/ou desconforto, possivelmente, devido a natureza estdica
dos ovinos. Tal fato mostra a importancia da realizagao do exame termografico
como ferramenta para diagnostico de laminite subclinica, antes mesmo da
manifestacdo clinica dos sinais, possibilitando a adocdo de tratamentos e/ou
medidas de controle numa fase de evolugao precoce, minimizando o desconforto

para os animais.

5. Conclusoes

Por meio da avaliagdo termografica podal de ovinos com laminite apds
inducdo experimental de ARS podemos concluir que a TIV apresentou
alteracdes nos padrdes térmicos podais anteriormente a manifestacao dos sinais
clinicos de laminite, além da ocorréncia de alteragdes térmicas em momentos
que o0s animais nao tiveram sintomatologia clinica, sendo o aumento da
temperatura notado entre 10 e 5 dias antes ao diagndstico clinico. Os animais
com laminite apresentaram temperaturas podais superiores a 27°C, com maior
acometimento dos membros toracicos. A TIV torna-se uma importante
ferramenta no diagnoéstico precoce de doencgas inflamatérias podais, além de

possibilitar um exame rapido e indolor.
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Highlights

- uso da termografia infravermelha em afec¢des podais de ovinos.

- temperatura aumentada em animais com laminite apds acidose ruminal

subaguda.

- diagnéstico precoce da laminite antes mesmo das manifestagdes clinicas.
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Capitulo 3 — Avaliagdo do estresse oxidativo em ovinos com acidose

ruminal subaguda e laminite?
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Resumo: o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia ou nédo de
estresse oxidativo em ovinos apoés inducdo experimental de acidose ruminal
subaguda (ARS) e posterior desenvolvimento de laminite. Para tal, foram
utilizadas oito ovelhas adultas, sendo as mesmas divididas entre os grupos
controle (GC) contendo trés animais e o grupo inducéo (Gl) contendo cinco
animais. Para indugdo da ARS os animais do Gl receberam dieta com alto teor
de alimento concentrado durante 30 dias, sendo as coletas de sangue venoso
para avaliacdo do estresse oxidativo realizadas diariamente. Foram avaliadas a
TAC (capacidade antioxidante total), TOC (capacidade oxidante total), LPO
(peroxidacéo lipidica) e o IEO (indice de estresse oxidativo). Todos os animais
do Gl apresentaram alteragdes de pH ruminal compativeis com ARS e também
laminite em diversos momentos ao longo do periodo. A TAC dos animais do Gl
foi inferior em comparacao ao GC, e as variaveis relacionadas a liberacédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (TOC, LPO e IEO) e, com consequente

ocorréncia de estresse oxidativo, encontraram-se aumentadas, principalmente a

2 O presente capitulo foi redigido conforme as normas da revista “Research in Veterinary
Science” e sera enviado para publicacao.
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partir do dia 20. A duvida que nos cerca a respeito dos resultados obtidos é se 0
estresse oxidativo se instalou em decorréncia da ARS, da laminite ou das duas
patologias em conjunto. Esse é provavelmente um dos primeiros relatos de
ocorréncia de estresse oxidativo em ovinos com ARS e laminite, condicdo que
leva desde a danos celulares até alteracdes sistémicas, podendo culminar em
perdas de indices produtivos, ou até mesmo a perda do animal acometido.

Palavras-chave: biomarcadores, inflamagao, metabolismo oxidativo.

1. Introdugao

O termo estresse oxidativo é utilizado em circunstancias na qual a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), também chamadas de
radicais livres, resulta em dano tecidual ou em compostos toxicos aos tecidos. A
geragado de radicais livres ndao é somente patolégica, mas sim constitui um
processo continuo e fisiolégico, cumprindo com fungdes bioldgicas relevantes
(Ferreira e Matsubara, 1997). As EROs atuam como mediadores na
transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas de processos
metabdlicos. Em propor¢des adequadas, sua produgéo possibilita a geragao de
energia, fertilizacdo do 6vulo, ativacdo de genes, além da participacdo em
mecanismos de defesa durante o processo infecciosos. Porém, em situacdes
onde a produgéao torna-se excessiva, danos oxidativos podem ocorrer (Sham e
Moreira, 2004).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo se da em fungdo da
ocorréncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em

favor da geragéo excessiva de radicais livres ou em diminuicao da velocidade de
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remocdo desses. Tal processo leva a oxidagdo de biomoléculas, com
consequente perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico,
cuja manifestagcédo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (Haliwell
e Whiteman, 2004).

Estudos sobre estresse comprovaram que o aumento na atividade
metabdlica favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em biomoléculas (Souza
Junior et al., 2005). Algumas patologias associadas ao aumento dos radicais
livres ja foram pesquisadas, dentre essas cancer, catarata, diabetes, doencas
inflamatorias, periodontais, neuroldgicas, cardiovasculares e renais (Nemec et
al., 2000). Em ruminantes as doencas respiratérias e articulares, septicemia,
mastite, acidose, cetose e enterite parecem estar associadas ao estresse
oxidativo, o que implica em alteragdes nos indices produtivos e na saude dos
mesmos (Celi, 2011a). Trabalhos realizados na espécie ovina que investigaram
o estresse oxidativo em patologias como intoxicacdo por cobre (Weigel et al.,
2010), toxemia da prenhez (Al-Qudah, 2011), lesdes hepaticas (Heidarpour et
al., 2013), dentre outros, séo raros. Em trabalhos realizados com equinos sabe-
se que algumas enfermidades sao relacionadas ao estresse oxidativo entre elas
a obstrugcdo recorrente das vias aéreas, hemorragia pulmonar induzida pelo
exercicio, laminite, doenca do neurbnio motor, artrites, enfermidades
reprodutivas e miopatias (Dias et al., 2009).

A acidose ruminal subaguda (ARS) ocorre principalmente em animais

mantidos em regime de confinamento, com alto consumo de matéria seca e

Q)

producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rumen, levando
proliferacdo das papilas ruminais, absorvendo menos AGCC e aumentando a

ocorréncia de traumatismos e inflamacbdes ruminais. Os efeitos dessa
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enfermidade s&o crénicos, e a continua carga acida pode reduzir a eficiéncia
metabdlica e o desempenho geral (Smith, 2006). Trabalhos anteriores
relacionam doengas metabdlicas, como também processos inflamatérios
sistémicos, (Sordillo e Aiken, 2009; Celi, 2010; Celi 2011b) a ocorréncia de
estresse oxidativo, diante desse fato o presente estudo teve como objetivo
analisar a ocorréncia ou ndo de estresse oxidativo em ovinos submetidos 4 ARS

induzida experimentalmente.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

O presente trabalho esta de acordo com os principios éticos na
experimentacdao animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA) tendo recebido aprovagao pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
(FCAV) — Unesp, Campus Jaboticabal, sob Protocolo n°® 5758/16. Foram
utilizadas oito ovelhas adultas, mesticas da raga Santa Inés, higidas e criadas a
campo. Os animais foram mantidos em baias providas de piso de borracha,
comedouros e bebedouros, sob as devidas condicbes de higiene, junto ao
Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria, Unesp, Campus de Jaboticabal. Os animais foram alimentados
durante 60 dias, antes da indugcdo da ARS, com feno de Cynodon dactylon a
vontade, dieta nutricionalmente adequada para ovinos em manutencao
(Sobrinho et al., 1996), com livre acesso a agua potavel e mistura mineral.

Os animais foram divididos em dois grupos sendo o grupo controle (GC)

com trés animais e o grupo indug¢ao (Gl) com cinco animais. Para indugao da
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ARS, o Gl recebeu dieta, baseada no consumo de matéria seca (MS) do periodo
de adaptacdo, na qual foram incluidos, diariamente, 10% de alimento
concentrado farelado (76,8% de milho moido, 18,2% de farelo de soja e 5% de
nucleo mineral e vitaminico), até completar 80% da MS (Brossard et al., 2003;
Girardi, 2016), porcentagem mantida até o final dos 30 dias experimentais.

Os animais pertencentes ao GC receberam somente alimento volumoso
durante o periodo experimental. O alimento concentrado e o volumoso foram
fornecidos separadamente e a vontade, de uma vez, as 6h30. Na manha
seguinte, as sobras foram pesadas para calculo do consumo médio diario (kg de
matéria organica por animal, posteriormente convertido para kg de MS por
animal, com base nos resultados das analises bromatoldgicas), de cada grupo,
para cada tipo de alimento. Tal procedimento teve por objetivo garantir a
manutencao da ingestao de MS/kg de peso corporal obtido durante o periodo de
adaptacao (0,019601643 kg MS/kg de peso corporal para os animais do GC e
0,023506968 kg MS/kg de peso corporal para o Gl), ajustando semanalmente o
fornecimento do alimento a variacao do peso corpdreo dos animais. Os valores
basais obtidos foram as médias das analises realizadas 15 dias, sete dias e

imediatamente antes da introducéo da dieta concentrada.

2.2 Estresse oxidativo

As colheitas de sangue venoso foram obtidas antes da introducédo do
alimento concentrado na dieta (Dia 0) e, diariamente apo6s a alimentacéo dos
animais até o final dos 30 dias experimentais. Os animais permaneceram em
posicao quadrupedal e as amostras foram obtidas por meio de puncéo da veia

jugular externa apds antissepsia da regido, utilizando-se tubos plasticos estéreis
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contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetrascético dissddico (K2EDTA
7,2 mg) com capacidade de 4 mL. Imediatamente apds a colheita, a amostra foi
cuidadosamente misturada ao anticoagulante, virando-se o tudo entre as maos
e acondicionada sob refrigeragédo por no maximo 30 minutos antes da analise.
acondicionados em isopor com gelo reutilizavel apds a colheita. O plasma
sanguineo foi obtido apds centrifugacado da amostra a 2500 g durante 5 minutos.
Apds separacao do plasma, o mesmo foi armazenado em tubos tipos Eppendorf
em freezer -20°C. A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada pelo
método descrito por Erel (2004) e os resultados expressos em pmol de
equivalente de Trolox/L. A capacidade oxidante total (TOC) foi quantificada pelo
método descrito por Erel (2005) e os resultados expressos em umol de peroxido
de hidrogénio equivalente/L. O malondialdeido (MDA) foi o indicador escolhido
para a avaliagdo da peroxidacgéao lipidica (LPO), sendo a mesma determinada
pela quantificagdo das espécies reativas ao tiobarbiturico (TBARS) segundo
método de Hunter et al. (1985), com auxilio de leitora automatica de microplacas
(Robonik, Elisa Plate Analyser, India) e absorbancia medida em 540 nm.O indice
de estresse oxidativo foi calculado da seguinte forma: IEO (%) = 100x [TOC/TAC]

(Aycicek et al., 2005).

2.3 Analise estatistica

Foi utilizado o software de analise estatistica SAS 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, USA) para analise das variaveis, o método empregado foi
a andlise de varidncia com medidas repetidas, além de comparagcdes de médias
aos pares. Pelo teste F foi realizado o desdobramento dos grupos através dos

tempos, com nivel de significancia adotado de 5%.
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3. Resultados

As médias do pH ruminal dos animais do Gl, durante vinte e quatro horas
(6,11 = 0,20), apresentaram diferenga significativa quando comparado com as
médias do pH ruminal das ovelhas do GC (6,57 + 0,16). Os dias experimentais
que diferiram do GC foram segundo, quarto, quinto, sexto e do oitavo ao 30° dia
de fornecimento de dieta concentrada. Os menores valores de pH ruminal do Gl
se concentraram do oitavo até o 17° dia apds a indugcdo da doencga, ou seja,
desde o inicio da dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de
alimento volumoso, mostrando que o método de inducédo de ARS foi eficaz nos
animais do Gl.

Nao ocorreu diferenca significativa (p > 0,05) entre as médias do GC e Gl
em relacdo a TAC. Ja os dias 2, 15, 24 e 30 referentes a variavel TOC diferiram
significativamente (p < 0,05) entre as médias do GC e Gl. Com relagédo ao MDA,
somente o momento 6 apresentou diferenga significativa (p < 0,05) e o IEO
apresentou diferenga significativa (p < 0,05) no momento 7 na comparagéo entre
os grupos. Na Figura 01 estdo as representagdes graficas das variaveis

analisadas.
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Fig 01: graficos resultantes das médias obtidas das variaveis oxidativas e antioxidativas de
ovinos pertencentes aos grupos controle (GC) e indugéo (Gl), submetidos a indugdo experimental
de acidose ruminal subguda (ARS) Capacidade antioxidante total (TAC - mmol/L); Concentracao
de oxidantes total (TOC - pmol/L); Malondialdeido (MDA - ymol/L) e indice de estresse oxidativo
(IEO - %) O * presente no eixo x de cada grafico indica os momentos em que ocorreu diferenca
significativa entre o GC e Gl pelo Teste F. Jaboticabal, 2019.

4. Discussao

Na medicina veterinaria, as causas mais investigadas de excesso de
producao de EROs, resultando posteriormente em estresse oxidativo, sdo em
doencas metabdlicas e ambientais (Celi, 2010; Celi 2011b), e também em
processos inflamatérios (Sordillo e Aiken, 2009). Estudos anteriores
demonstraram alteracbes nos teores de TOC, TAC e IEO nos casos de
inflamacao local ou sistémica e também em processos infecciosos (Celi e Gabai,
2015) o que corrobora os dados obtidos no presente trabalho, ao avaliar ovinos

com ARS e laminite. A grande maioria dos trabalhos compilados avaliaram a

.-- Dias

. Diss
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presenca do estresse oxidativo em bovinos leiteiros, principalmente nos periodos
compreendendo o peri-parto e o0 poés-parto imediato (Gabai et al.,, 2004;
Bernabucci et al., 2005; Castillo et al., 2005).

Ghiselli et al (2000). citam a avaliagdo e mensuracdo de agentes
antioxidantes de forma individual como o superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) principalmente, porém tornam-se menos
eficientes ao se analisar somente uma fragéo de forma independente, portanto
a mensuracao da quantidade total de antioxidantes pode ser considerada mais
adequada. Nao houve diferenca significativa da TAC na comparacgao entre o GC
e o GI, porém observou-se diminuicdo nos teores de TAC nos animais
pertencentes ao Gl durante varios momentos, com maior notoriedade nos dias
8,12 e 25.

A diminuicdo na TAC pode ser associada com o efeito de se tentar
combater as substancias oxidantes liberadas durante o processo inflamatério,
mecanismo observado em vacas lactantes apos sobrecarga de carboidratos
dietéticos e, com aumento posterior do metabolismo (Goff e Horst, 1997), e na
analise do leite de vacas com mastite subclinica (Atakisi et al., 2010),
corroborando os dados obtidos no presente trabalho, pois ao se analisar os
niveis de TAC ao longo do periodo, os mesmos apresentaram diversos
momentos em que os niveis de TOC estavam aumentados e os de TAC
diminuidos, como nos dias 8, 13, 25 e 30. Os agentes antioxidantes SOD, CAT
e GPx estédo envolvidos na neutralizacao das EROs e com isso ocorre a queda
nos teores da TAC, provavelmente em decorréncia da diminui¢gado ou até mesmo
exaustdo dos agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Kirbas et

al., 2014).
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Sistemas extensivos de criagcdo animal podem auxiliar na melhora do
status oxidativo dos animais, gracas aos elevados teores de substancias
antioxidantes em gramineas, pela composicdo de vitaminas e minerais
presentes nas mesmas (Talukder et al., 2015). Em decorréncia da participagao
das EROs e antioxidantes presentes em diversas fungdes fisioldgicas, sugere-
se que a suplementagao da dieta dos animais com antioxidantes seja benéfica
(Celi, 2010). Em estudos realizados em animais com mastite, ja foi evidenciado
o importante papel da nutricdo na prevencado dessa patologia (Erskine, 1993;
Bowers, 1997; Weiss et al., 1997; Scaletti et al., 2003). A suplementacao na dieta
de vacas com mastite clinica pode diminuir a duragao, incidéncia e severidade
da doenca (Smith et al.,, 1984), o que é sugerido para os animais do Gl do
presente estudo ao apresentarem os niveis de TAC inferiores aos animais do
GC. Sabe-se que o selénio é um elemento essencial na dieta dos animais e
também um importante agente de defesa antioxidante (Rivera et al., 2005).
Pesquisas mostraram que o selénio total presente no sangue sofre diminuigbes
em ovinos com foot-rot, € que a suplementagao via intravenosa acelerou a
recuperagao dos animais (Hall et al., 2009).

No presente trabalho nota-se que os animais pertencentes ao Gl
apresentaram niveis aumentados de TOC em diversos momentos em
comparagdo aos animais do GC, alteragbes essas concentrando-se
principalmente no inicio da adaptacdo do alimento concentrado na dieta e ao
final do periodo, entre os dias 24 e 29. Em vacas leiteiras, a gestagao e lactagao
sdo estagios fisiolégicos considerados indutores de estresse metabdlico
(Drackley, 1999). Nesses animais, o estresse oxidativo pode estar presente

(Pedernera et al., 2009; Bernabucci et al., 2005; Castillo et al., 2006), o que esta
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associado com doengas metabdlicas durante o periodo de peri-parto e pos-parto
imediato (Miller et al., 1993). Ao avaliarmos outras patologias inflamatérias como
a propria ARS e laminite posteriormente, a ocorréncia de estresse oxidativo pode
estar presente nos mais variados graus. Atakisi et al. (2010) ao avaliarem o leite
de vacas com mastite subclinica obteveram resultados superiores de TOC em
relacdo aos animais saudaveis, levando ao aumento da producdo de EROs no
leite, resultados semelhantes aos obtidos nesse trabalho.

Nos animais do presente estudo, ocorreram alteragcdes nos valores de
TOC durante todo o periodo, porém o que se nota ¢ a falta de valores criticos de
corte para os biomarcadores de estresse oxidativo tanto para ovinos, quanto
para bovinos (Sordillo e Mavangira, 2014; Abuelo et al., 2015). A literatura
compilada ndo apresenta intervalos de referéncia para os biomarcadores de
estresse oxidativo ou quais técnicas deveriam ser utilizadas para detectar
alteragbes mais sensiveis nos biomarcadores. Alguns estudos examinaram a
relacao entre o status oxidativo e a claudicacao, determinando que o estresse
oxidativo estava presente quando os animais ja apresentavam sinais clinicos,
porém nao é sabido se o estresse oxidativo foi a causa ou a consequéncia da
claudicacado (Abuelo et al., 2015). Os aumentos da TOC nos animais do Gl
podem ter sido em decorréncia das alteragdes provocadas tanto pela ARS
quanto pelo quadro de laminite que os mesmos apresentaram, ocorrendo dor
e/ou desconforto além de episddios de claudicagao entre os dias 11 e 17 do
periodo. Porém, como foi discutido no capitulo referente a avaliagdo da laminite
por meio de termografia infravermelha podal, os animais do Gl apresentaram
diversos momentos de ocorréncia de laminite mesmo sem ocorréncia da

manifestacao clinica. O aumento do status prdé-oxidante nesses animais poderia
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aumentar potencialmente os mediadores pro-inflamatérios presentes no tecido
laminar, levando a ocorréncia de laminite.

Sugere-se que 0s animais que apresentam sinais de lesdes nos cascos
possuem um status oxidante maior em relacdo aos animais saudaveis, sendo
que o desenvolvimento do estresse oxidativo nos casos de claudicacido ocorre
proximo ao aparecimento dos sinais clinicos ou somente seria uma
consequéncia do processo inflamatério instalado associado a injuria tecidual do
casco (Abuelo et al., 2015). Em estudo realizado em vacas leiteiras com lesées
podais (Al-Qudah e Ismail, 2012), os animais apresentaram status pro-oxidante
sistémico aumentado em comparagdo aos animais sadios ho momento do
diagnéstico das afecgbes, corroborando os dados obtidos no presente trabalho.
Uma duvida presente a respeito desse assunto baseia-se na ocorréncia de
alteragdes na microvasculatura do casco, em decorréncia da instalagdo de um
status oxidativo sistémico. Nao se sabe se o estresse oxidativo presente se deve
pela ocorréncia de ARS, ou pela laminite, ou por ambos ja que a mesma é
considerada um processo sistémico com reflexos nos digitos (Greennough,
2007). Sugere-se a avaliagéo do estresse oxidativo do proéprio tecido laminar,
porém a realizacao de bidpsias seriadas em ovinos nao pode ser efetuada como
ocorre nas espécies bovina e equina, em virtude da estrutura fragil e do tamanho
reduzido dos cascos desses animais.

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da acdo das EROs sobre os lipides insaturados presentes nas
membranas celulares, levando a destruicido de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular

(Benzie, 1996). A LPO resulta na produgédo de varios produtos, sendo o MDA
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(malondialdeido) o indicador mais utilizado como marcador do aumento do
estresse oxidativo em tecidos (Gawel et al., 2004; Vasconcelos et al., 2007),
sendo o mesmo utilizado para analise. No presente trabalho, os niveis de MDA
apresentaram variag¢des durante o periodo experimental, porém com marcantes
aumentos entre os dias 1 e 3 e também 23 e 27. Yin et al. (2009) em estudo
realizado com equinos, demonstraram que a LPO ocorre durante a fase
prodrdmica e aguda da laminite induzida pelo extrato de nogueira preta. Em
casos de laminite endocrinopatica o estresse oxidativo tem sido estudado em
equinos com laminite induzida pela insulina, pois os produtos finais de glicagcao
avangada causam liberagao de mediadores inflamatérios, levando a ocorréncia
de estresse oxidativo (De Laat et al., 2012).

Joshi et al. (2017) ao avaliar a LPO de cabras com acidose lactica ruminal
aguda (ALRA), encontraram niveis superiores de MDA no sangue dos animais
doentes em relagdo aos animais controle, com concomitante redugao nos
valores da TAC, ocorrendo o mesmo no presente estudo. A ALRA foi associada
com a produgao excessiva de EROs e ocorréncia de estresse oxidativo, sugerido
pelo aumento nas concentragdes do MDA e diminuicdo nas atividades dos
agentes antioxidantes, sendo observadas as mesmas alteragbes no presente
estudo. Niveis elevados de MDA podem ser atribuidos a extensiva fermentagao
dos carboidratos, como ocorre na ALRA (Joshi, et al., 2017) e em menor grau de
fermentagdo na ARS. Em trabalhos realizados em vacas com babesiose, o
aumento dos teores de MDA foram acompanhados pela diminuigdo dos niveis
de antioxidantes (Salem et al., 2016), semelhante ao encontrado em ovelhas

com ARS.
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Em estudos realizados em bovinos leiteiros com mastite, ocorreu aumento
na LPO, levando a diminuigdo nos niveis de moléculas antioxidantes (Goff et al.,
1996; Komine et al., 2004; Weiss et al., 2004). Acredita-se que em outras
patologias inflamatérias o mesmo possa ocorrer, como nos casos de ARS e
laminite. Em bovinos leiteiros notou-se aumento nos niveis de MDA em animais
claudicantes em comparacdo a animais saudaveis (Al-Qudah e Ismail, 2012),
também observado com os dados obtidos no presente estudo ao se avaliar os
casos de claudicagdo em decorréncia de laminite apdés quadro de ARS nos
animais pertencentes ao Gl.

Os valores calculados de IEO evidenciaram varios momentos em que 0s
animais pertencentes ao Gl apresentaram niveis superiores dessa variavel em
relacdo aos animais do GC, principalmente entre os dias 5 e 7, € nos dias 24 e
28, evidenciando que os animais com ARS e laminite apresentaram niveis
superiores de EROs e queda na TAC, indicando que o IEO pode ser utilizado
como indicativo de status de saude (Talukder et al., 2015). Quando o valor de
IEO esta alto, é esperado diminuigdo na higidez e condigbes de bem-estar no
animal afetado, resultando em diminuicbes de adaptacdo para desafios
ambientais (Talukder et al., 2015). Valores aumentados de IEO também foram
observados em potros com afecgbes respiratorias (Crowley et al., 2013; Po et
al., 2013). Pedernera et al. (2010) relataram que a analise do IEO calculado
apresenta maior acuracia em relagdo a analise separada das EROs e agentes

antioxidantes, preconizando o uso dessa variavel.
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5. Conclusoes

Afecgbes como a ARS e laminite levam a alteragbes nos marcadores
relacionados a liberacdo de EROs e, consequente ocorréncia de estresse
oxidativo, como o aumento nos valores de TOC, LPO e IEO, além da diminuicao
na TAC. O estresse oxidativo foi coincidente aos momentos em que os animais
apresentaram sinais clinicos de laminite, tornando-se um importante parametro
para avaliacdo da higidez. Assim, a suplementacdo da dieta com elementos
antioxidantes, a fim de se prevenir as lesdes relacionadas ao estresse oxidativo
tanto no tecido laminar quanto lesbes sistémicas, pode ser de fundamental

importancia para o bem estar animal.
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Hightlights

- avaliagéo do estresse oxidativo em ovinos com acidose ruminal subaguda e

laminite

- aumento nos parametros relacionados a liberagcao de fatores oxidantes nos

animais pertencentes ao grupo indugao

- 0 estresse oxidativo foi coincidente aos momentos em que os animais

apresentaram sinais clinicos de laminite
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Resumo: a acidose ruminal subaguda (ARS) é conhecida por ser uma das
causas mais comuns de laminite em ruminantes. Teorias foram formuladas
tentando explicar qual € o mecanismo responsavel pela ocorréncia da laminite
apos quadro de ARS, porém nao foi obtido sucesso. A teoria de liberagcao
sistémica de metaloproteinases (MMPs) 2 e 9 e da participagado dos inibidores
teciduais (TIMPs) para o digito é utilizada principalmente em trabalhos com a
espécie equina, apés ocorréncia de abdémen agudo induzido por sobrecarga de
carboidratos na dieta. Esse estudo teve como objetivo avaliar a expressao das
MMPs 2 e 9 e dos TIMPs 1 e 2 em ovinos com ARS induzida experimentalmente.
Foram utilizadas oito ovelhas adultas, sendo trés animais alocados no grupo
controle (GC) e cinco no grupo indugado (Gl), o qual recebeu dieta com alta
proporcdo de alimento concentrado durante 30 dias. Amostras de sangue
venoso foram obtidas diariamente para avaliagao zimografica e testes de ELISA.

Todos os animais do Gl apresentaram diminuigdo do pH ruminal compativel com

! O presente capitulo foi redigido conforme as normas da revista “Research in Veterinary Science”
e sera enviado para publicacao.
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o quadro de ARS e ocorréncia de laminite em diversos momentos, porém
somente foi encontrada a forma pré ativa da MMP 2, com importantes aumentos
nos dias 6 e 11, momentos que ocorreram a manifestagao clinica de laminite
pelos animais do Gl. Os TIMPs 1 e 2 foram detectados ao longo de todo o
periodo experimental, concentrando as alteracdes entre os dias 8 e 30 para a
TIMP 1 e a partir do dia 20 para a TIMP 2, momentos esses que 0s animais do
Gl apresentaram laminite clinica. A ativacdo das MMPs pode ter sido bloqueada
pelos elevados teores encontrados dos TIMPs 1 e 2, sugerindo a avaliagcdo de
outras proteases relacionadas a danos laminares.

Palavras-chave: membrana extracelular; inflamacgéao; laminite, zimografia.

1. Introdugao

As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de mais de 20
metaloenzimas e sao responsaveis por clivar componentes da matriz
extracelular (MEC), liberando fragmentos com atividades bioldgicas que alteram
estas fungdes. Sao secretadas na forma latente como pré-enzimas e requerem
ativagdo por meio da clivagem proteolitica do dominio amino-terminal rico em
cisteina, além da conhecida dependéncia de zinco para sua atividade (McCawley
e Matrisian, 2000). As MMPs apresentam diferengas em sua estrutura e sao
classificadas de acordo com o substrato e a organizagcao do dominio catalitico.
Dentre todos os grupos existentes, as MMP-2 e MMP-9 fazem parte do grupo
das gelatinases, apresentam dominio adicional semelhante a fibronectina, sendo
responsaveis pela ligagdo das enzimas ao colageno desnaturado e a gelatina

(Opdenakker et al., 2001a; Geurts et al., 2011).
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As MMPs sao conhecidas por degradar componentes proteicos da MEC,
além de participar em varios processos fisiologicos como angiogénese,
reparagao tecidual, morfogénese, mobilizagdo de células tronco e cicatrizagao
de feridas (Nagase et al., 2006; Geurts et al., 2011). Durante esses processos,
a atividade das MMPs esta sob estreito controle combinando ativagao e inibi¢ao.
Os niveis de expressao das MMPs sao regulados por fatores genéticos e
epigenéticos, bem como por hormoénios, fatores de crescimento, citocinas e
interacbes célula-célula e célula-matriz, além de inibidores fisioldgicos
endogenos (Kupai et al.,, 2010; Geurts et al., 2011). Dentre os inibidores
enddgenos conhecidos, os principais sado os inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (Nagase et al., 2006; Geurts et al., 2011).

Brew e Nagase (2010), citaram que o genoma humano possui 4 genes
que codificam os TIMPs (TIMP-1 a 4) (Brew e Nagase, 2010). Em teoria, todos
os TIMPs sao capazes de inibir os mais de 20 diferentes tipos de MMPs, porém
diferengas na especificidade entre eles sdo encontradas (Brew e Nagase, 2010).
Os TIMPs se ligam as pr6-MMPs por meio da ligagdo de seu dominio C-terminal
com o dominio hemopexina da pré-enzima. Essa interacdo é relativamente
especifica, sendo que o TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 se ligam a MMP-2, e TIMP-1
e TIMP-3 a MMP-9 (Manello e Medda, 2012). Variagdes no equilibrio entre as
MMPs e TIMPs foram estudadas em patologias associadas com alteragcbes da
MEC, como nas artrites, doengas cardiovasculares, doengas neuroldgicas e
também no cancer, levando a maior degradacao da MEC, facilitando a invasao
tecidual e, em alguns casos, metastase (Nagase e Woessner, 1999;

Stamenkovic, 2000).
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Os ruminantes sao susceptiveis a casos de acidose ruminal, entre elas a
forma subaguda (ARS), ocorrendo fermentacdo exacerbada dos carboidratos
presentes no concentrado empregado na dieta. Nesse quadro, ocorre aumento
da produgdao dos acidos graxos de cadeia curta, em especial do acido propidnico,
alterando os valores do pH ruminal, mantendo-o entre 5,2 a 5,6. O sintoma mais
evidente é a diminuigao na ingestdo de alimentos ou em alguns casos anorexia,
além da ocorréncia de diarreia. Os animais acometidos podem apresentar
laminite além de perda de condi¢ao corporal (Ortolani, 2009). A ARS e a laminite
sdo doencas presentes nos rebanhos de todo o pais, levando a perdas
econdmicas que vao desde a diminuicdo da producéo de carne e leite, até casos
mais graves culminando com a perda do animal. Diante do quadro inflamatério
que ocorre nos animais com ARS e posteriormente com laminite, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a expressao das MMPs 2 e 9 e dos TIMPs 1

e 2 em ovinos submetidos a ARS induzida experimentalmente.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

O presente trabalho esta de acordo com os principios éticos na
experimentacao animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA) e tendo recebido aprovacéo pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) — Unesp Campus Jaboticabal, sob Protocolo n° 5758/16.
Foram utilizadas oito ovelhas adultas, higidas e criadas a campo. Os animais
foram mantidos em baias providas de piso de borracha, comedouros e

bebedouros, sob as devidas condi¢des de higiene, junto ao Laboratério de Apoio
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a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Unesp Campus
de Jaboticabal. Os animais foram alimentados durante 60 dias, antes da indugao
da ARS, com feno de Cynodon dactylon a vontade, dieta nutricionalmente
adequada para ovinos em manutengao (Sobrinho et al., 1996), com livre acesso
a agua potavel e mistura mineral.

Os animais foram divididos em dois grupos sendo o grupo controle (GC)
com trés animais e o grupo indug¢do (Gl) com cinco animais. Para indugao da
ARS, o Gl recebeu dieta, baseada no consumo de matéria seca (MS) do periodo
de adaptacdo, na qual foram incluidos, diariamente, 10% de alimento
concentrado farelado (76,8% de milho moido, 18,2% de farelo de soja e 5% de
nucleo mineral e vitaminico), até completar 80% da MS (Brossard et al., 2003;
Girardi, 2016), porcentagem mantida até o final dos 30 dias experimentais. Os
animais pertencentes ao GC receberam somente alimento volumoso durante o
periodo experimental. O alimento concentrado e o volumoso foram fornecidos
separadamente e a vontade, de uma vez, as 6h30. Na manha seguinte, as
sobras foram pesadas para célculo do consumo médio diario (kg de matéria
organica por animal, posteriormente convertido para kg de MS por animal, com
base nos resultados das analises bromatolégicas), de cada grupo, para cada tipo
de alimento. Tal procedimento teve por objetivo garantir a manutencdo da
ingestdo de MS/kg de peso corporal obtido durante o periodo de adaptagao
(0,019601643 kg MS/kg de peso corporal para os animais do GC e 0,023506968
kg MS/kg de peso corporal para o Gl), ajustando semanalmente o fornecimento
do alimento a variagcado do peso corpéreo dos animais. Os valores basais obtidos
foram as médias das analises realizadas 15 dias, sete dias e imediatamente

antes da introdugao da dieta concentrada.
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2.2 Analise zimografica

As colheitas de sangue venoso foram obtidas antes da introducédo do
alimento concentrado na dieta (Dia 0) e, diariamente apds a alimentagcéo dos
animais até o final dos 30 dias experimentais. Os animais permaneceram em
posicao quadrupedal e as amostras foram obtidas por meio de puncéo da veia
jugular externa apdés antissepsia da regido, utilizando-se tubos plasticos estéreis
sem anticoagulante, com capacidade de 10 mL. Imediatamente apds a colheita,
a amostra foi acondicionada sob refrigeragao por no maximo 30 minutos antes
da analise. O soro sanguineo foi obtido apds centrifugacédo do sangue total a
2500 g durante 10 minutos. As fragcdes de soro foram acondicionadas em tubos
tipo eppendorf e mantidas em freezer -20°C para a zimografia e em freezer -80°C
para as analises dos TIMPS 1 e 2.

A zimografia foi realizada segundo o método descrito por Melo et al.
(2011), sendo as amostras de soro sanguineo, submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida copomerizada a 10% utilizando-se sistema vertical. Para o
preparo do gel utilizaram-se 4,1mL de gelatina tipo A (1mg/mL), 3,3mL de
acrilamida/bisacrilamida (30:0,8), 2,5mL de tris-HCI pH 8,8 (1M), 40uL de SDS
(0,4%), 40 pL de PSA e a polimerizagao foi possivel pela adicao de 20uL de N,
N, N’, N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED). As placas de vidro contendo os géis
foram alocadas em cuba especifica com tampao de corrida. Este tampéo é
constituido por 30,2g de tris base 250mM, 1449 de glicina 1,92M, 10g de dodecil
sulfato de sodio (SDS) 1000mL de agua destilada. Ato continuo, as amostras
foram pipetadas e a corrida eletroforética iniciada, permanecendo durante duas

horas a 125V e 80mA.
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Apos a corrida eletroforética, os géis foram lavados em solugéo Triton X-
100 (2,0%) por 30 minutos a temperatura ambiente, sob constante agitagéo,
seguido de incubagao em tampao de ativagao enzimatica pH 7,6 (6,057g de Tris
50mM; 1,11g de CaCl2 10mM; 0,65g de NaNs 10 Mm; 2g de Brij5® 35% e
1000mL de agua destilada) por 20 horas em banho-maria a 37°C. Em seguida,
foram corados pela solugéo azul de Comassie 0,5% (1g de azul de Comassie
R250 0,5% e 200mL de solugéo fixadora) por 20 minutos sob agitagéo. A solugéo
fixadora e também descorante, é constituida de 500mL de alcool metilico, 100mL
de acido acético glacial e 400mL de agua destilada. Apos a coloragao, os géis
foram descorados por 30 minutos, também sob constante agitagdo. Na
sequéncia, os géis foram fotografados em alta resolugdo, empregando-se
fotodocumentador (ImageQuant LAS 4000, GE), sendo as bandas analisadas
por densitometria para a comparacido dos dados obtidos nos diferentes
momentos. Assim, as imagens foram analisadas pelo software ImagedJ 1.46r
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, EUA -
http://rsb.info.nih.gov/ij), utilizando o método da densidade integrada (expresso
em unidade arbitraria). Para normalizag&o entre os géis, foi utilizada amostra de

liquor de céaes infectados com virus da cinomose.

2.3 Inibidores teciduais das MMPs

As amostras de soro sanguineo armazenadas em freezer -80°C foram
submetidas as analises de ELISA (Enzyme-Linked Immunonorbent Assay)
através de kits comerciais especificos para a espécie ovina (Cloud-Clone Corp.,

Katy, Tx, USA). As placas tiveram sua leitura realizada em leitor de microplacas
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de ELISA (iMark Microplate Reader, Bio-rad, JapaoMicroplate Reader MRX,

Dynex Technologies, Chantilly, Virginia, USA) a 450 nm.

2.4 Analise estatistica

Foi utilizado o software de analise estatistica SAS 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, USA) para analise das variaveis, o método empregado foi
a andlise de varidncia com medidas repetidas, além de comparagdes de médias
aos pares. Através do teste F foi realizado o desdobramento dos grupos através

dos tempos, com nivel de significancia adotado de 5%.

3. Resultados

As médias do pH ruminal dos animais do Gl, durante vinte e quatro horas
(6,11 = 0,20), apresentaram diferenga significativa quando comparado com as
médias do pH ruminal das ovelhas do GC (6,57 + 0,16). Os dias experimentais
que diferiram do GC foram segundo, quarto, quinto, sexto e do oitavo ao 30° dia
de fornecimento de dieta concentrada. Os menores valores de pH ruminal do Gl
se concentraram do oitavo até o 17° dia apds a indugcdo da doencga, ou seja,
desde o inicio da dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de
alimento volumoso, mostrando que o método de inducédo de ARS foi eficaz nos
animais do Gl.

Através da técnica de zimografia somente foi encontrada a forma pro-ativa
da MMP 2, sendo essa expressa em unidades arbitrarias. Diferenga significativa
(p < 0,05) na comparagéao entre os grupos foram verificadas nos dias 8, 11, 12,
15 e 17, com notavel aumento no Gl da pr6-MMP2 no dia 11. O TIMP 1

apresentou diferenga significativa na comparagao entre os grupos (p < 0,05) nos
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momentos 8, 10, 13, 16 e 18, com maior média do Gl obtida no momento 22. O
TIMP 2 apresentou diferenga significativa na comparagao entre os grupos (p <
0,05) nos momentos 2, 5, 8, 10, 13, 16, 18 e 28; com maior média do Gl obtida
no momento 8. Todos os animais do Gl apresentaram sinais clinicos compativeis
com ARS, além da ocorréncia de laminite, que se iniciou no momento 11,
permanecendo até o momento 17, com predominio dos sinais clinicos nos
membros toracicos. A Figura 01 representa os graficos resultantes das médias
obtidas da analise zimografica e dos testes de ELISA dos animais pertencentes

ao GC e Gl durante os trinta dias experimentais.
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Fig 01: Graficos resultantes das médias obtidas dos grupos controle (GC) e indugéo (Gl) em
relagdo aos dias experimentais em unidades arbitrarias (UA) da pré-metaloproteinase 2 (pré —
MMP2), inibidores teciduais das metaloproteinases 1 e 2 (TIMPs 1 e 2 - ng/mL) em ovinos
submetidos a indugcéo experimental de acidose ruminal subaguda (ARS). O *presente no eixo x
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indica a ocorréncia de diferenga significativa (p < 0,05) na comparacdo entre os grupos.
Jaboticabal, 2019.

4. Discussao

Estudos relacionados a quantificagdo das MMPs em patologias de
ruminantes, principalmente nos casos de laminite apds episddios de acidose
ruminal tanto na forma aguda quanto na forma subaguda, é um tépico pouco
abordado na Medicina Veterinaria. O papel das MMPs na génese da laminite é
assunto que vem sendo estudado nos ultimos anos, principalmente em trabalhos
com equinos (Canello et al., 2018; De Laat e Pollitt, 2019).

As MMPs sdo secretadas como pro-enzimas, também chamadas de
zimogenos, por células inflamatérias e também por células tumorais em resposta
a estimulos variados (Woessner, 1991). As pro-MMPs necessitam ser ativadas,
processo conhecido como clivagem proteolitica, ocorrendo a participagdo de
proteases plasminogénicas, agentes nao proteoliticos e até mesmo outras
MMPs, como a MT1-MMP (Nagase e Woessner, 1999). No presente estudo
somente foi encontrada a forma proé-ativa da MMP 2 nos animais de ambos os
grupos, com marcante aumento da expressio desse zimdgeno nos dias 6 e 11
do periodo experimental nos animais do Gl, diferindo dos resultados obtidos por
Loftus et al. (2009) ao induzir laminite em equinos por sobrecarga de
carboidratos, e por Canello et al. (2018), apds obstrugao intraluminal do célon
descendente em equinos, pois nesses trabalhos os niveis da pro-MMP 2 nio se
alteraram. A nao ativacao da pr6-MMP 2 ocorreu possivelmente pelo fato de que
o processo inflamatdrio nao foi de intensidade suficiente para que a enzima fosse
ativada (Sabes, 2015). Outro fator a ser levado em consideragdo é a alta

concentracao dos TIMPs, principalmente do TIMP 2, durante o periodo, o que
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também poderia explicar a auséncia das formas ativas das MMPs 2 e 9 no soro
dos animais, como sera posteriormente discutido. A ndo detecgao das formas
ativas de ambas MMPs pode sugerir que as mesmas se encontram complexadas
com os TIMPs ou degradadas, ndo apresentando potencial de atividade
proteolitica (Gusméo, 2013).

Apesar da quantificagdo e presenca de somente a forma proé-ativa da
MMP 2, os momentos em que os maiores valores foram encontrados no Gl sao
coincidentes com os sinais clinicos de laminite, ou seja, entre os dias 11 e 17.
Ainda neste periodo ocorreram as mudancgas dos padrées termograficos dos
cascos, conforme foi descrito discutido no capitulo referente a termografia
infravermelha podal do presente estudo. A degradacgao laminar podal causada
pelas MMPs tem sido associada a resposta inflamatoéria devido a liberagao de
fatores de ativagado de MMPs da corrente sanguinea para os digitos, contribuindo
para o processo degenerativo (Clutterbuck et al., 2010).

A variagdo, com marcantes incrementos dos teores, encontrada nos
valores da pro-MMP 2 corrobora com os resultados obtidos por outros trabalhos
que dosaram as formas inativas e ativas das MMPs em diversas patologias em
outras espécies animais conforme descricdo a seguir. Riley et al. (2000)
estudaram as MMPs na placenta ovina, encontrando aumento da pro-MMP 2 do
liquido amnidtico durante a gestacéo. Aoki (2014) relata o aumento da pro-MMP
2 no liquido cefalorraquidiano de caes com cinomose, levando a perda da
integridade da barreira hematoencefalica, além da presenca de sinais clinicos
caracteristicos dessa patologia. Silva (2014) ao avaliar coelhos com
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina relatou alteragcdes morfofuncionais

que ocorreram ao longo da indugao da cardiomiopatia, com marcantes aumentos
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na pro-enzima. Uzuelli (2008), ao induzir embolia pulmonar aguda em céaes
encontrou somente a pro-MMP 9 aumentada, sem alteragdes nos teores da pro-
MMP 2. Sabes (2015) avaliou as MMPs de ovinos com laminite aguda apos
indugao experimental de acidose lactica ruminal aguda, encontrando aumento
das duas formas proé ativas entre 32 e 144 horas apés indugao. Pollit et al. (1998);
Johnson et al. (1998) e Mungall e Pollit (1999) descreveram que as formas tanto
latente quanto ativa da MMP 2 estavam aumentadas no tecido laminar de
equinos com laminite, implicando que a degradagcao enzimatica das Iaminas do
casco ocorre ativamente. Diante desse fato, o aumento na expressao da forma
pro-ativa da MMP 2 poderia ser usado como parametro para avaliagdo da
laminite, antes mesmo de sua manifestagao clinica e instituicdo do tratamento
adequado.

Os TIMPs possuem a propriedade de se ligarem as pré-MMPs por meio
da ligagao de seu dominio C-terminal com o dominio hemopexina da pré enzima.
Essa interagao é relativamente especifica, sendo que TIMP 2 se liga a MMP 2,
e TIMP 1 a MMP 9. Os TIMPs possuem outras atividades bioldgicas
independentes da inibicio de MMPs, como, por exemplo, promogao da
proliferacao celular, atividade anti angiogénica, pro e anti apoptotica (Nagase et
al., 2006; Brew e Nagase, 2010). Quando os niveis dos TIMPs diminuiem, as
formas ativas das MMPs podem liberar as ligacdes presentes na membrana
extracelular, afetando a estabilidade do membrana extracelular (Towle et al.,
2002).

Os resultados obtidos no presente estudo com a dosagem dos TIMPs 1 e
2 diferiram dos resultados obtidos por Li et al. (2017) ao induzir acidose lactica

ruminal aguda em ovinos apds sobrecarga de oligofrutose, com o
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desenvolvimento de laminite aguda em sequéncia, pois o0s autores néao
encontraram diferenca significativa na dosagem tecidual dos inibidores. Riley et
al. (2000) ao avaliarem os TIMPs do tecido uterino durante a gestagdo em ovinos
encontraram os TIMPs 1 e 2 presentes no liquido amniético, porém os dados
nao foram publicados e discutidos, pois a acuracia das amostras estavam
comprometidas. Os mesmos autores relataram teores aumentados do TIMP 3,
com predominancia desse inibidor. Towle et al. (2002), ao estudarem o equilibrio
entre as MMPs 2 e 9 e TIMPs 1 e 2 durante a lutedlise em ovinos, relataram o
declinio nos valores de ambos os TIMPs, com aumento nos teores da MMP 2
resultando no desequilibrio entre esses, favorecendo a atividade da enzima.
Marucci et al. (2002) avaliaram a participagdo das MMPs e TIMPs na
remodelacdo o6ssea mandibular em ovinos, encontrando diminuicdo na
expressao dos TIMPs nos osteoblastos e ostedcitos ao longo dos 12 meses
experimentais, refletindo a atividade metabdlica envolvida entre a ativacéo e
inibicdo das MMPs ao longo do processo de remodelagdo 6ssea. Evidéncias
sugerem que niveis baixos do TIMP 2 podem levar ao aumento da MMP 2, além
de que esse inibidor geralmente é encontrado em associagdo com a forma
latente da MMP 2 (Goldberg et al., 1989), apresentando um importante papel na
ativacado ou ndao da MMP 2 (Kyaw-Tanner et al., 2010), o mesmo observado com
os resultados encontrados no presente estudo, pois 0s momentos que os niveis
do TIMP 2 estavam elevados, os teores da pro-MMP 2 haviam diminuido.
Aumentos significativos nos valores do TIMP 1 foram relatados no soro de
pacientes com desordens hematoldgicas, porém a significancia patofisiologica
de tal condigdo ndo foi estabelecida (Lambert et al., 2004). Foi relatado o

aumento dos teores do TIMP 1 em diversas neoplasias em humanos como em
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tumores de mama, osteossarcomas, hepatoma, carcinomas basocelulares
(Lambert et al., 2004; Ribeiro et al., 2008). Estimulos externos como fatores de
crescimento e citocinas inflamatérias podem induzir a expressao do TIMP 1 em
varias células (Lambert et al., 2004), o que poderia explicar os valores
aumentados nos animais do Gl em relacdo a inflamacdo ocasionada pela
laminite. Em trabalho realizado com pacientes humanos portadores da Doenca
de Chagas, Gusmao (2013) constatou que quando os niveis séricos do TIMP 1
estdo aumentados, os niveis do TIMP 2 também estdo, o oposto do que foi
observado no presente trabalho, pois os niveis do TIMP 1 encontram-se
aumentados nos ultimos 10 dias experimentais e, em contrapartida, o TIMP 2
aumentou entre o 7° e o 17° dia. Gusmao (2013) sugere que esse aumento
simultadneo seria um possivel mecanismo de controle da produ¢do das MMPs 2
e 9. Nao foi possivel a dosagem das MMPs e dos TIMPs provenientes do tecido
laminar dos animais, pois 0s ovinos apresentam o casco muito fragil, ndo sendo
possivel a realizacdo da bidpsia para obtencéo do tecido, como é realizado com

equinos (Johnson et al., 1998; Mungal e Pollit, 1999, Canello et al., 2018).

5. Conclusoes

A avaliagédo zimografica de animais com ARS e laminite revelou somente
a presenca da forma pro-ativa da MMP 2, com os teores apresentando
importantes aumentos nos dias 6 € 11 apds a introducao do carboidrato na dieta.
Mesmo encontrando somente a pré-MMP 2, os aumentos dessa pro-enzima
foram observados no intervalo de tempo que os animais apresentaram laminite
clinica, sugerindo o uso dessa pro-enzima como marcador. Os TIMPs 1 e 2 foram

expressos em elevados graus nos animais acometidos durante todo o periodo.



92

A provavel justificativa para nao detecg¢ao das formas ativas das MMPs seria os
teores de TIMPs elevados, inibindo a ativagdo das mesmas. Fatores reguladores
como o TIMP 2 podem estar envolvidos ao dano laminar precoce, sugerindo

avaliacao de outras proteases que possam estar envolvidas no processo.
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Hightlights

- avaliagdo das metaloproteinases e seus inibidores em ovinos com acidose

ruminal subaguda e laminite

- detecgao somente a pro-MMP 2 e dos TIMPs 1 e 2 nos animais submetidos a

indugao experimental

- TIMPs 1 e 2 aumentadas podem ter sidos responsaveis pelo bloqueio da

ativacdo das MMPs 2 e 9.



