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ACIDOSE RUMINAL SUBAGUDA EM OVINOS: FLUTUAQOES DIARIAS DOS
VALORES DO PH RUMINAL, FECAL E URINARIO E A DINAMICA DO FLUXO DA
ARTERIA TIBIAL CRANIAL

RESUMO - A acidose ruminal subaguda (ARS) é caracterizada como doenca
metabdlica de ruminantes alimentados com dieta de alta concentracido de
carboidratos e escassez de fibras, associada a diminuicdo do pH ruminal. As
consequéncias da ARS incluem alteracdo do consumo alimentar, queda na
produgao, alteragdo na microbiota e digestao ruminal, diarreia, laminite, abscessos
hepaticos e sepse. O presente estudo avaliou as flutuacdes diarias dos valores do
pH ruminal, fecal e urinario, alteragdes no liquido ruminal e analisou a dindmica do
fluxo da artéria tibial cranial, por ultrassonografia Doppler. Foram utilizadas oito
ovelhas adultas, higidas, distribuidas em grupo tratado (GT, cinco animais, que
receberam alta porcentagem de concentrado na dieta) e grupo controle (GC, trés
animais, alimentados com feno). Para a indugdo da ARS, as ovelhas do GT
receberam dieta na qual foram incluidos ao volumoso, diariamente, 10% de alimento
concentrado farelado até completar 80%, porcentagem mantida até finalizar os 30
dias experimentais. Diariamente foram mensurados o pH ruminal, fecal e urinario; no
liquido ruminal foram avaliados os aspectos fisicos (viscosidade, cor e odor), o
tempo de sedimentacdo, prova de reducdo do azul de metileno e niveis de
histamina. Posteriormente, realizou-se o exame ultrassonografico Doppler nas
artérias tibial cranial do membro pélvico esquerdo e direito. Os parametros Doppler
analisados foram velocidade maxima sistélica, velocidade diastdlica final, indice de
pulsatilidade e resistividade. As ovelhas com ARS induzida (GT) apresentaram:
diminuicdo do pH ruminal e aumento do pH fecal e urinario; o fluido ruminal
apresentou coloracdo amarela, diminuicdo do tempo de reducdo do azul de
metileno, aumento do tempo de sedimentacio e diminuicdo dos niveis de histamina;
as ovelhas nao apresentaram sinais clinicos evidentes da laminite e nos parametros
Doppler avaliados observou-se aumento da velocidade diastélica final e diminuigao
dos indices de pulsatilidade e resistividade na artéria tibial cranial de ambos os
membros pélvicos das ovelhas. Concluiu-se que o incremento de carboidrato na
dieta causou alteracbes no pH ruminal, fecal e urinario; no liquido ruminal e
vasodilatacao na da artéria tibial cranial.

Palavras-chave: ARS, indice de pulsatilidade, indice de resistividade, laminite,
ovelhas, pH fluido ruminal



SUBACUTE RUMINAL ACIDOSIS IN SHEEP: DAILY FLUCTUATIONS OF
RUMINAL, FECAL AND URINARY PH VALUES AND FLOW DYNAMICS
CRANIAL TIBIAL ARTERY

ABSTRACT - Subacute ruminal acidosis (SARA) is characterized as a
metabolic disease of ruminants fed a diet of high carbohydrate concentration and
fiber shortage associated with decreased of ruminal pH. The consequences of ARS
include altered food intake, decreased production, altered microbiota and ruminal
digestion, diarrhea, laminitis, hepatic abscesses, and sepsis. The present study
evaluated the daily fluctuations of ruminal, fecal and urinary pH values, alterations in
ruminal fluid and analyzed the flow dynamics of the cranial tibial artery by Doppler
ultrasonography. Eight healthy adult sheeps were distributed in treated group (TG,
five animals, which received high percentage of concentrate in the diet) and control
group (CG, three animals fed hay). For the ARS induction, sheeps from TG received
a diet in which 10% of the concentrate feed was added to the bulk, until 80%, until
the end of the 30 experimental days. Ruminal, fecal and urinary pH values were
measured; in ruminal fluid the physical aspects (viscosity, color and odor),
sedimentation time, methylene blue reduction test and histamine levels were
evaluated. Subsequently, Doppler ultrasonographic examination was performed on
the cranial tibial artery of left and right pelvic limbs. The Doppler parameters
analyzed were maximum systolic velocity, end-diastolic velocity, pulsatility index and
resistivity index. Sheeps with induced ARS (TG) presented: decreased of ruminal pH
and increased of fecal and urinary pH; ruminal fluid presented yellow staining,
decreased of time of methylene blue reduction test, increased of sedimentation time
and decreased of histamine levels; the sheeps did not present evident clinical signs
of laminitis and Doppler parameters evaluated showed an increase in final diastolic
velocity and a decrease in pulsatility and resistivity indexes in the cranial tibial artery
of both pelvic limbs. It was concluded that the increase of carbohydrate in diet
caused changes in ruminal, fecal and urinary pH; in ruminal fluid and vasodilation in
the cranial tibial artery.

Keywords: SARA, pulsatility index, resistivity index, laminitis, ewes, pH ruminal fluid
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(DO — alimentagao apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusao gradual diaria
de 10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 —
dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de volumoso)
(UNESP — Jaboticabal, 2019). *P<0,05.........cccoeiiiiiiieeeeeereeee e 46
4. Representagdo grafica das médias e desvios padrdo diarios da
concentracdo de histamina no fluido ruminal grupos tratado (GT) e controle
(GC), em relagao aos dias experimentais (DO — alimentagdo apenas com
volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de
alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS de alimento
concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019).
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CAPITULO 5 — DOPPLER ULTRASONOGRAPHY OF THE CRANIAL TIBIAL
ARTERY IN SHEEP WITH SUBACUTE RUMINAL ACIDOSIS



Figure 1. Graphical representation of mean + standard deviation of heart rate (HR),
end-diastolic velocity (EDV), resistivity index (RI), and pulsatility index (PI) in
the treatment (TG) and control (CG) groups (B: diet with only bulk grass/hay;
1 to 7: gradual daily inclusion of 10% concentrate feed to the diet on a dry
matter (DM) basis; 8 to 30: diet with 80% concentrate feed and 20% bulk on
a DM basis). (UNESP - Jaboticabal, 2019). * P <0.05...........ccceiiinnnnn. 67

Figure 2. (A) Triplex-mode Doppler image of the cranial tibial artery of the left pelvic
limb from ewe of the control group (CG). (B) Triplex-mode Doppler image of
the cranial tibial artery of right pelvic limb from ewe of the treated group (TG)
on the 18th experimental day (diet with 80% concentrate feed and 20% bulk
on a dry matter basis). (UNESP - Jaboticabal, 2019).................ceeiinitt. 67



CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

1. Introducao

No Brasil, 0 mercado para carne ovina esta em ascensao e tal fato se deve ao
aumento da comercializagdo da propaganda em prol do consumo e da renda da
populacio.

Com a alta demanda por carne ovina, ocorre aumento do numero de animais
no sistema de criagao intensiva, visando maior ganho de peso em curto periodo de
tempo (Viana et al., 2015). Este sistema de criagdo propde o fornecimento de altas
quantidades de carboidrato como fonte de energia e baixa quantidade de volumoso,
o0 que desencadeia diversas alteragdes no rumen, podendo predispor a acidose
ruminal. Esta afecgdo gera queda na produtividade, diminuicdo do consumo
alimentar e descarte de animais, além do prejuizo econdmico vinculado a doenga
(Gonzalez et al., 2012).

A acidose ruminal subaguda (ARS) caracteriza-se pela diminuicdo do pH do
ramen devido ao acumulo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e insuficiéncia
de tampdbes para manutencdo do pH. As causas estdo atreladas ao excesso de
carboidratos n&o estruturais na dieta, a grande quantidade de alimentos
fermentesciveis e a deficiéncia de volumoso ou fibras na dieta (Radostitis et al.,
2007).

As consequéncias da ARS incluem alteragao do consumo alimentar, queda na
produgao, alteragdo na microbiota e digestao ruminal, diarreia, laminite, abscessos
hepaticos e endotoxemia (Oetzel, 2003). Ha grande numero de pesquisas
envolvendo bovinos com ARS, porém estudos com ovinos apresentam escala
menos representativa.

A ARS é de grande importancia ndo sé pelo prejuizo econémico causado pela
queda na producado de leite, producdo de carne ou deterioracdo da condi¢ao
corporal, mas também pelo bem-estar dos ruminantes, pois esta doenca esta
vinculada & dor causada por processos inflamatérios. E necessario entender as
alteragdes do fluido ruminal para compreender a instalagdo e gravidade da doenca

em ruminantes (Krause e Oetzel, 2006).



O objetivo do presente estudo foi avaliar os valores de pHs ruminal, fecal e
urinario, lipopolissacarideos (LPS) e histamina no fluido ruminal e alteragbes
hemodinamicas arteriais em ovelhas (Ovis aries) mesticas de Santa Inés com ARS

induzida.

2. Revisao de Literatura

2.1. Ovinocultura no Brasil

O ovino foi a primeira espécie a ser domesticada e explorada pelo ser
humano durante o comeco da civilizagdo. Desde este periodo até os dias atuais o
ovino é utilizado como fonte de alimento, na forma de carne ou leite, e de protecéo,
com a utilizagdo da 1a e pele. Portanto, a criagdo ovina esta destinada tanto a
exploragéo econdmica como a subsisténcia dos seres humanos (Sobrinho, 2006).

O Brasil possui um rebanho de 17.976.367 ovinos, com a maior concentragao
na regidao Nordeste (64,22%), seguida pela regido Sul (23,69%), Centro-Oeste
(4,97%), Norte (3,65%), e Sudeste (3,47%) (IBGE, 2018). O rebanho ovino brasileiro
vem aumentando com o passar dos anos, este fato deve-se a intensificagdo dos
acordos comerciais internacionais. Visando a suprir estes acordos, os produtores
brasileiros comecaram a investir e explorar economicamente a introdu¢céo de racas
especializadas, melhoramento genético e técnicas de manejo que propiciam a
elevacgao da produtividade (Viana et al., 2015).

No Brasil, o principal objetivo da ovinocultura é a producéo de carne (Viana et
al., 2015). Portanto, todas as medidas adotadas para intensificar a produgéo tem a
finalidade de aumentar a quantidade e qualidade do produto final (Caldeira, 2005).

Dietas ricas em graos, carboidratos, favorecem o aumento da produgao de
leite e ganho de peso, sendo benéficas por um curto tempo, porém a longo prazo o
seu consumo acarreta efeitos adversos como a acidose ruminal subaguda (ARS)
(Oetzel, 2003).



2.2. Acidose Ruminal Subaguda (ARS)

A primeira mengao a ARS foi realizada por Dirksen (1965), que a descreveu
como uma enfermidade crbnica latente e mais frequente que a acidose ruminal
aguda. Além disso, deve-se considerar a ARS como um problema de rebanho e ndo
pontual, como a acidose ruminal aguda.

A acidose ruminal aguda € uma enfermidade do sistema digestério de
ruminantes, comum no rebanho, a qual acarreta prejuizos econémicos e ao bem-
estar animal (Gonzalez et al., 2012).

Todos os tipos de ruminantes sdo susceptiveis, porém é mais comum em
confinamentos de engorda e em rebanhos de vacas leiteiras que sdo alimentados
com rapida introdugao de altos niveis de graos na dieta (Radostitis et al., 2007).

Segundo Plaizier et al. (2009), a acidose ruminal € uma doenga metabdlica de
bovinos alimentados com dieta de alta concentracdo de carboidratos associado com
a diminui¢ao do pH ruminal.

A acidose ruminal pode ser classificada como aguda ou clinica e subaguda ou
subclinica ou cronica (Owens et al., 1998; Kleen et al., 2003; Najara e Titgemeyer,
2007). Animais com acidose ruminal aguda manifestam sinais clinicos rapidamente
apos consumir carboidratos altamente fermentesciveis (Najara e Titgemeyer, 2007).
Na acidose subaguda ndao ha manifestagao clinica evidente da doenga, ocorrendo
somente queda no consumo alimentar e na produgao, sem que o animal pareca
enfermo (Owens et al., 1998). A definicdo da ARS é confusa e varia de acordo com
0s grupos de pesquisa e paises. Essa confusdo na nomenclatura, provavelmente, se
deve a complexidade da doenca e a dificuldade de delimitar o momento de transicéo
de um rumen em condigdes fisiolégicas para o estado de ARS e a jungdo das
variaveis bioquimicas e microbidticas do liquido ruminal (Enemark et al., 2002).

Alguns estudos definem a ARS somente baseado na diminuigdo do pH
ruminal. Propéem que a manutencado de pH ruminal 5,6 durante trés horas em um
dia é caracterizado como ARS (Kleen et al., 2003; Gozho et al., 2005). Garret et al.
(1999) sugerem que o pH ruminal deve estar em torno de 5,5 independente da

duracgéo e Beauchemin et al. (2003) apostam 5,8 como pH ruminal para a ARS.



Em termos de alteragbes ruminais, a ARS pode ser caracterizada pela
diminuigdo do pH ruminal, o qual esta em torno de 5 e 5,5; pelo aumento da
concentragdo de acidos graxos volateis de cadeia curta (AGCC), pela alteragdo da
proporcdo do acido acético, acido propiénico e acido butirico; e pelo acumulo de
acido lactico no rumen (5-10 mMol/L) (Hibbard et al., 1995).

No entanto, a ARS ndo causa mudancas somente no rumen. Ha alteragdes
sistémicas como nas concentragdes dos gases sanguineos, no valor do pH do
sangue e das fezes, no excesso de base, na concentragdo do bicarbonato, na
pressdo parcial de oxigénio, na pressao parcial de didoxido de carbono, na
concentragédo de glicose, na concentragdo do cortisol, na contagem de neutréfilos,
na atividade fagocitaria, na translocagcao de lipopolissacarideos do fluido ruminal
para 0s vasos sanguineos e na concentragao de proteinas de fase aguda (Enemark
et al., 2002; Khafipour et al., 2009; Morgante et al., 2009).

2.3. Etiopatogenia da Acidose Ruminal Subaguda (ARS)

A ingestdo exagerada de grdos e comedida de forragem, a redugéo do
tamanho do volumoso (triturado), a redugdo dos “pellets” da ragéo, o tratamento
térmico ou a extrusdo do concentrado sdo fatores que aumentam a rapidez da
fermentagdo destes componentes no riumen (Beauchemin et al., 2003; Oetzel,
2003). Baseando-se no grau de fermentabilidade, ou seja, na taxa de degradagao do
amido no rumen, os graos que fermentam mais rapido s&o: trigo, seguidos de aveia,
cevada e milho (Huntington et al., 2006).

Os ruminantes, especialmente os bovinos, possuem grande producédo de
saliva que, além de ter a fungdo de umedecer o alimento, também funciona como
tampao para a manutencdo do pH ruminal. A saliva € composta por bicarbonato,
soédio, potassio e fosfato e é secretada durante a mastigacdo e ruminagdo. A
producao da saliva ndo é desencadeada pela queda do pH, mas sim, pelo consumo
de fibras, portanto, quanto menor a concentragdao de fibras da dieta, menor é o
tempo de mastigagdo e ruminagédo, menor a produgao de saliva e menor a eficiéncia

do tamponamento ruminal (Oetzel, 2003; Beauchemin et al., 2008).



O consumo excessivo de carboidratos rapidamente fermentaveis causa
diminuicdo do pH ruminal para niveis inferiores aos do fisiolégico para o ruminante
(Oetzel, 2003). A queda do pH ocorre porque ha acumulo de AGCC e acido lactico
no rumen e o sistema tamponante do rumen nao é capaz de reverter o pH (Gonzalez
et al., 2012).

O rumen tem a habilidade de absorver rapidamente os AGCC contribuindo
para estabilidade do pH ruminal. Os AGCC sé&o absorvidos passivamente pelas
papilas ruminais, as quais aumentam de acordo com a necessidade de absorcgao.
Quando a produgcédo de AGCC sobrepuja a capacidade das papilas, ocorre o
acumulo desses acidos no rumen, dificultando a estabilidade do pH ruminal e
causando injurias a parede do 6rgao (Enemark et al., 2002; Oetzel, 2003; Krause e
Oetzel, 2006).

A produgdo exagerada de AGCC depende do tipo e da quantidade de
alimento ingerido e da taxa de degradagao do amido por microrganismos no rumen.
Apos dissociagdo, estes acidos organicos liberam prétons, os quais podem
decrescer o valor do pH do fluido ruminal, redugcao esta que depende da quantidade
de saliva adicionada, a qual neutraliza os acidos e depende do tempo de mastigagao
do alimento (Gonzélez et al., 2012).

Quando o pH ruminal esta abaixo de 5,5 os AGCC passam rapidamente para
forma indissociada, o que resulta na remogao de ions de hidrogénio livres no fluido
ruminal e promove a absorgcao passiva dos AGCC pela parede ruminal. Este fato
favorece a estabilizacdo e a manutencdo do pH dentro dos niveis fisiolégicos
(Oetzel, 2003; Krause e Oetzel, 2006).

A queda do pH associado ao acumulo de AGCC resulta na elevagao da
osmolalidade do fluido ruminal. Estudos relatam osmolalidade de 300 a 700
mOsm/kg em vacas com ARS (Oetzel, 2003; Khafipour et al., 2009).

Outro fato correlacionado com a reduc¢ao do pH ruminal para 5,5 é atuagao de
espécies de bactérias lactogénicas como o Streptococcus bovis e Lactobacillus spp.
Em condigdes fisioldgicas, o acido lactico € produzido em quantidades minimas no
liquido ruminal e € controlado por espécies de microrganismos lactoliticos,
Megasphaera elsdenii e Selenomonas ruminantium. Quando o pH do rumen

decresce, Streptococcus bovis converte a glicose em acido lactico rapidamente,



momento critico que contribui ainda mais com a diminuicdo do pH ruminal. As
bactérias lactoliticas sdo recrutadas como resposta adaptativa para conversao de
acido lactico em AGCC, que séo absorvidos pelo epitélio ruminal (Enemark et al.,
2002; Oetzel, 2003; Krause e Oetzel, 2006).

Ciclos de privagao e fornecimento alimentar sdo fatores de risco importantes
para o desenvolvimento da ARS. Nos periodos de privagao alimentar ha elevacao do
pH, que acarreta a inibicdo de bactérias lactoliticas, tornando o individuo mais

susceptivel a acidose na préxima refeicao (Oetzel, 2003).

2.4. Achados Clinicos e Diagnéstico da Acidose Ruminal Subaguda (ARS)

Os estudos revelam que a primeira manifestacdo da ARS é a queda na
ingestdo de alimentos. Alguns autores utilizam esse sinal clinico para o diagnéstico
da ARS (Kleen et al., 2003; Oetzel, 2003). As razdes para depressao do consumo de
matéria seca estdo associadas com a reducao das fibras na dieta, que resulta na
queda da digestibilidade, com o aumento na concentragdo de AGCC e com o
aumento da osmolalidade do liquido ruminal (Allen, 2000; Kleen et al., 2003).
Estudos comprovam que a ARS reduz o consumo de matéria seca em vacas em
periodo de lactagao (Khafipour et al., 2009) e em gado de corte confinado (Gozho et
al., 2006).

Outra teoria sobre a diminuigdo da ingestdo de matéria seca esta ligada ao
aumento da osmolaridade ruminal devido a redugao da absorgéo dos AGCC, glicose
e lactato. Estas alteracdes acarretam no transporte de fluidos para dentro do rumen,
o que determina queda do apetite (Owens et al., 1998).

A constante agressao dos AGCC na parede ruminal, o aumento transitorio do
lactato e as flutuagdes de osmolalidade do fluido ruminal causam ruminite, eroséo e
ulceracao do epitélio ruminal. A ruminite € uma das principais lesdes causadas pela
ARS (Krehbiel et al.,, 1995; Enemark et al., 2002; Kleen et al., 2003). Como no
epitélio ruminal esta ocorrendo inflamacao, bactérias podem colonizar as papilas e
progredirem para o figado, através da circulagdo portal. Apos os émbolos
bacterianos acessarem o sistema porta, podem ocorrer formagdes de abscessos

hepaticos com possivel peritonite focal, e colonizacdo dos pulmdes, rins,



articulagdes e valvulas cardiacas (Nocek, 1997). Alguns autores chamam este
fendbmeno de “complexo paraqueratose ruminite-abscesso hepatico” (Kleen et al.,
2003).

Outra manifestacao clinica da ARS ¢é a diarreia. A consisténcia e estrutura das
fezes dependem da ruminacdo, da atividade dos microrganismos presentes no
ramen e do transito ruminal e intestinal (Radostitis et al., 2007). As fezes de
ruminantes com ARS tornam-se mais brilhantes, com coloracdo amarelada, as
vezes espumosas, sugestivas de extensa fermentacéao intestinal (Kleen et al., 2003;
Plaizier et al., 2009). O pH fecal na ARS é ligeiramente acido quando comparado
com fezes de animais saudaveis (Morgante et al., 2009).

Os sinais clinicos da ARS ndo sao especificos, representam processo
inflamatdrio sem causas aparentes, diminuicdo no desempenho e condi¢cdo corporal
ruim. Devido a abrangéncia clinica, o diagnéstico € de suma importancia, pois,
eventualmente o que se observa sdo sequelas da doenca. Dessa forma, é
necessario diagnosticar a ARS antes do aparecimento dos danos causados (Garret
et al., 1999).

O uso de amostras sanguineas para a mensuragao de excesso de base ou do
valor do pH sao relevantes para o diagnostico da ARS, pois a absor¢do exacerbada
dos AGCC pode levar a redugdo do excesso de base no sangue. A redugdo do
excesso de base pode ser sugestiva da tentativa de neutralizagdo do excesso de
acidos no rumen, revelando assim, acidose metabdlica compensada (Owens et al.,
1998).

O monitoramento do pH ruminal € de suma importancia para o diagndstico
fidedigno da ARS (Enemark et al., 2002). Considera-se a ARS instalada quando o
pH ruminal permanece abaixo de 5,5 (Nocek, 1997; Goad et al., 1998). A flutuagao
do pH ruminal é consideravel ao longo de 24 horas, e esta flutuagdo € ainda mais
expressiva com a ingestdo de dietas ricas em carboidratos fermentesciveis (Krause
e Oetzel, 2006; Nagaraja e Titgemeyer, 2007).

As caracteristicas do fluido ruminal de vacas com ARS s&o: coloracao leitosa
ou amarronzada, odor acido, consisténcia levemente viscosa, rapido tempo de
sedimentacgao, pH em torno 6,2 a 5,3 e tempo de redugéo do azul de metileno de até

trés minutos (Enemark et al., 2002). Apesar do liquido ruminal ter predominancia por



bactérias Gram-negativas, ocorre ascensdo do numero de bactérias Gram-positivas
na ARS (Goad et al., 1998; Owens et al., 1998).

Apesar das pesquisas, ndo se sabe ao certo se a influéncia do baixo pH
ruminal € desencadeador da acidose metabdlica sistémica e se esta deve ser
sempre esperada. A amplitude da diminuicdo do pH ruminal e a duragdo dos
episodios em que o pH fica abaixo dos valores fisiologicos para ruminantes sao

fatores importantes para o desencadeamento de quadros sistémicos (Nocek, 1997).

2.5. Laminite

A maioria das claudicagdes, encontradas nos rebanhos, é atribuida a laminite
causada pelo excesso de graos na dieta, a qual é a segunda doenga que mais
causa diminuigdo na produtividade leiteira, no ganho de peso e falha na reprodugao
(Oetzel, 2003). A laminite ou pododermatite asséptica difusa € definida como
inflamagao das laminas dérmicas do casco (Nocek, 1997). Apesar da laminite ser a
principal sequela da ARS (Nordlund et al., 1995), a causa é multifatorial. Sugere-se
que doencas metabdlicas aumentam a susceptibilidade do desencadeamento da
laminite, além de estar associada a abscessos e ulceras de sola e supercrescimento
do estojo corneo (Nocek, 1997). Porém, os mecanismos fidedignos de como a ARS
desencadeia a laminite ndo estdo completamente esclarecidos (Krause e Oetzel,
2006).

Acredita-se que a conexdo entre a ARS e a laminite seja o consumo
inadequado de carboidratos e deficiéncia na ingestao de fibras na dieta acarretando,
assim, na fermentacao ruminal excessiva (Nocek, 1997). Com a intensa fermentagao
no rumen, consequentemente, queda do pH ruminal, ha lise bacteriana e danos
teciduais. Tais fenbmenos resultam na liberacdo de substancias vasoativas, que
estdo associadas a alteracbes na hemodindmica da microvasculatura periférica
(Boosman et al., 1989; Nocek, 1997). As substancias vasoativas séo,
principalmente, histamina e endotoxinas e causam no sistema microvascular
vasoconstricdo e, posteriormente, dilatacdo arterial resultando na elevacado da
pressdo sanguinea e exsudagdo de soro pelas paredes venosas, provocando

edema, hemorragia e expanséao do cério laminar (Nocek, 1997).



A laminite é caracterizada pela perda da conexao entre a terceira falange e o
casco, isso ocorre pela separagdao das laminas interdigitais que revestem a
superficie interna do casco, das laminas sensitivas ligadas a terceira falange. Deste
modo, ocorre a rotagao da terceira falange, que em muitas vezes, se insinua na sola
do casco (Radostitis et al., 2007).

Os mecanismos do desenvolvimento da laminite podem ser descritos em
quatro fases. Inicialmente, com o manejo nutricional errbneo ocorre o decréscimo do
pH ruminal, e subsequentemente, o pH sistémico. Esta redugdo do pH sanguineo
ativa um mecanismo vasoativo que aumenta o pulso digital e o fluxo sanguineo. As
substancias do mecanismo vasoativo sao, principalmente, histamina e endotoxinas e
causam no sistema microvascular vasoconstricdo e, posteriormente, dilatacao
arterial. Nos pequenos capilares ocorre aumento da constricdo e dilatacdo mediados
pela histamina e endotoxinas, criando shunts arteriovenosos néao fisiologicos,
resultando na elevagao da pressao sanguinea e exsudacao de soro pelas paredes
venosas, provocando edema, hemorragia e expansao do cério laminar, causando
muita dor ao animal. Na segunda fase, o edema causa isquemia e hipoxia, com
pouca chegada de nutrientes as células epidermais. Na terceira fase, € o resultado
do dano causado aos pequenos capilares e pouco aporte de nutrientes as células,
consequentemente, ocorre a destruicdo do extrato germinativo da epiderme,
degeneragao laminar e interrupgcéo das jungdes dermo-epidérmicas. E por fim, na
quarta fase, ha a separagdo do extrato germinativo com o cério, interrupgcéo das
juncdes laminares dorsal e lateral do casco e deslocamento da terceira falange. O
deslocamento da terceira falange acarreta em compressdo dos tecidos moles
adjacentes causando hemorragia, edema, trombose, isquemia e necrose tecidual na
regiao solear do casco. Na regido solear do digito, onde ha a compressdo dos
tecidos moles contra a sola, ocorre acumulo de debris celulares e de tecido
cicatricial, o que prejudica o ajustamento das novas camadas de tecido cérneo e
resulta em sola dupla, hemorragia de sola, hematomas e lesdes difusas (Nocek,
1997).

A histamina, € uma amina farmacologicamente ativa, produzida no rumen
pela descarboxilagdo dos aminoacidos percussores; sua sintese € desencadeada

pela queda do pH ruminal (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). Segundo Brent (1976), a
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histamina € um potente vasodilatador e aumenta a permeabilidade vascular; ambas
caracteristicas causam destruicido do processo hemodinamico, fato importante para
patogénese da laminite. A producdo e acumulo de histamina no rumen esta
associada a queda do pH (Dain et al.,, 1955); estudos apontam que espécies
bacterianas de Allisonella histaminiformans séo tolerantes a pH acidos (pH 4,5) e
importantes produtoras de histamina (Garner et al., 2002).

Ha controvérsias a respeito da absorgao da histamina do rimen em relagao
ao aumento da concentracdo de histamina do plasma (Brent, 1976). Segundo
Aschenbach e Gabel (2000), o aumento da concentragdo de histamina plasmatica
proveniente do acumulo de histamina ruminal depende do grau de lesao tecidual do
epitélio ruminal causado pela agressao da queda do pH ruminal.

O envolvimento da histamina e das endotoxinas se encaixa na patogénese da
laminite por sobrecarga de carboidratos (Nocek, 1997). As endotoxinas ou
lipopolissacarideos (LPS) sdo componentes da parede celular de bactérias gram-
negativas. Como no liquido ruminal ha predominio de bactérias gram-negativas, em
condicbes acidoticas ocorre a morte destas bactérias com a liberagcdo do LPS
(Nagaraja et al., 1978). Segundo Gozho et al. (2005) e Pilachai et al. (2012) na ARS
espera-se aumento da concentracdo de LPS livre no liquido ruminal. E acredita-se
que as endotoxinas bacterianas presentes no fluido ruminal participem da
patogénese da ARS e da laminite, pois o LPS pode ser translocado para os vasos
sanguineos periféricos (Nagaraja et al., 1978). O alvo primario das endotoxinas
parece ser o tecido arterial vascular, que afeta a liberacdo de mediadores
vasoativos, induzindo assim uma resposta inflamatéria de fase aguda da derme e
respostas vasculares associadas (Nocek, 1997; Gozho et al., 2005).

A laminite causa extrema dor podal, consequentemente, claudicacao
(Radostitis et al., 2007), causando danos ao bem-estar (Fitzpatrick et al., 2006) e
prejuizos econémicos importantes. O sucesso para o tratamento e controle das

claudicagdes € o diagnostico fidedigno (Radostitis et al., 2007; Winter, 2008).
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2.6. Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia (US) € uma técnica de diagndstico por imagem, muito
empregada na Medicina Veterinaria. A US permite de forma nao invasiva, rapida e
segura obter informagdes a respeito das caracteristicas dos 6rgaos, das estruturas
nao visiveis ao exame radiografico, além de ser altamente sensivel (Feliciano et al.,
2015). O modo bidimensional ou B utiliza informagdes sobre a amplitude do sinal
que o transdutor emite, de acordo com a forca dos ecos que retornam e, assim,
formar a imagem em tons de cinza (Feliciano et al., 2015).

O fisico, matematico e astrobnomo Johann Christian Andreas Doppler, em
1842, a partir da analise da variancia da altura do som do apito de trem em
movimento descobriu o efeito Doppler. O efeito Doppler pode ser definido como
principio fisico no qual se quantifica a velocidade de um movimento entre uma fonte
de onda eletromagnética ou sonora e um observador (King, 2006; Carvalho e Addad,
2009).

A ferramenta Doppler associada a ultrassonografia modo B fornece
informacdes em tempo real a respeito da anatomia, arquitetura vascular e dindmica
de fluxo sanguineo (Szatmari et al., 2001; Novellas et al., 2007; Carvalho et al.,
2008), além de informagdes sobre a resisténcia vascular periférica (Novellas et al.,
2007). Sendo assim, os aparelhos de ultrassom Doppler fornecem informagdes
sobre o fluxo, permitindo a avaliagdo da hemodinamica por meio da analise do som
emitido, das ondas espectrais de velocidade e do mapeamento colorido do volume
de amostragem de interesse (Szatmari et al., 2001; King, 2006).

O modo Triplex Doppler € a combinagao do modo B, do Doppler espectral ou
pulsado e do Doppler colorido, fornecendo maior acuracia e facilidade para
identificacdo de vasos (King, 2006; Carvalho e Addad, 2009).

Primeiramente, inicia-se o exame em modo B realizando varredura das
estruturas em planos transversais e longitudinais. Em seguida, o modo Doppler
colorido sobrepde a imagem no modo B, onde é possivel identificar a presenga de
fluxo sanguineo no vaso pelas regides coloridas. Posteriormente, modo espectral é
utilizado para avaliar a dinamica vascular, formando uma onda senoidal onde cada

ciclo representa um ciclo cardiaco completo. As analises morfolégicas das ondas
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fornecem dados relacionados as velocidades dos ciclos cardiacos e caracteristicas
do fluxo sanguineo. Neste modo é possivel a utilizagdo de indices para mensurar a
hemodinamica do tecido ou 6rgéo de interesse, estes indices sdo: indice de
resistividade (IR) e indice de pulsatilidade (IP) (Carvalho e Addad, 2009; Hwang,
2017). Os indices hemodinamicos IP e IR permitem a comparagéo do fluxo durante
a sistole e na diastole e, sdo empregados para auxiliar as avaliagdes de estenose,
trombose e aumento de resisténcia nos vasos periféricos (Carvalho et al., 2008).

Em equinos com claudicagdo por dor podal, Douthit et al. (2014)
consideraram a velocidade do fluxo sanguineo da artéria digital medial como modelo
preditivo para laminite. Também em equinos, o LPS intravenoso causou diminui¢cao
do fluxo sanguineo digital (Hunt et al., 1990; Ingle-Fehr e Baxter, 1998; Menzies-
Gow et al.,, 2004) e aumento da resisténcia vascular total e pré-capilar, indicando
constrigdo arterial/arteriolar (Hunt et al., 1990), o que demonstra participa¢ao do LPS
nos disturbios hemodinédmicos precedendo o surgimento da laminite (Menzies-Gow
et al., 2004).

Em ovinos, Pawson et al. (2002) observaram alteracdo do indice de
pulsatilidade da artéria femoral em resposta a vasodilatadores intravenosos em
animais anestesiados. Em vacas leiteiras sadias, Muller et al. (2017) avaliaram o
fluxo sanguineo da artéria interdigital dos membros pélvicos e concluiram que o
apoio dos membros no solo é importante para minimizar as variabilidades do perfil
do fluxo sanguineo e US Doppler mostrou-se ser uma ferramenta importante para
emprega-la em animais claudicantes.

Para adequada utilizagao da ultrassonografia Doppler na Medicina Veterinaria
€ necessario colaboracdo do paciente. Precisa-se de imobilidade para a realizacéo
do exame, e em alguns casos, € necessario sedativos ou anestésicos, 0 que
geralmente, afetam os resultados (Mifio et al., 2008).

O bem-estar dos ruminantes pode ser comprometido pela dor podal
associada as doencgas inflamatérias (Fitzpatrick et al.,, 2006). Desta forma, o
diagndstico precoce da laminite € importante para melhorar o bem-estar e a

producao destes animais.
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CAPITULO 2 — Rumenostomia em dois tempos cirirgicos com colocagdo de

canula de silicone flexivel permanente em ovelhas

Resumo - Este estudo descreve a técnica de rumenostomia com colocacao de
canula permanente de silicone, em dois tempos cirurgicos, empregada em oito
ovelhas utilizadas na pesquisa sobre acidose ruminal induzida experimentalmente. A
rumenostomia em dois estagios operatorios permitiu ajuste e estabilidade da canula
adequados, boa aderéncia do rumen a ferida cutanea e facilidade na implantagcao da
canula, além de ser efetiva para colheita de amostras de fluido ruminal por longos
periodos.

Palavras-chave: ovinos, rumen, acidose subaguda, fistulagao, fluido ruminal

1. Introducao

A rumenostomia com colocacdo de canula permanente € uma técnica
cirdrgica na qual se realiza comunicagao permanente entre o saco dorsal do rumen
e 0 meio exterior na fossa paralombar esquerda, acompanhada de colocagao de
canula que permita a vedagdo e abertura do rumen (Matera et al., 1989). Essa
técnica tem como finalidade a terapéutica para timpanismos cronicos (como a
Sindrome Vagal), auxiliar estudos experimentais de digestibilidade e
degradabilidade, obtengdo de amostras do fluido ruminal e acesso ao rumen
(Harmon e Richards, 1997; Saeed et al., 2007; Laflin e Gnad, 2008).

Ha duas técnicas cirurgicas de fistulagdo ruminal descritas na literatura: um e
dois tempos cirurgicos (Cattelan et al., 1990). A rumenostomia com colocagao de
canula em um tempo cirurgico consiste na rumenostomia e, posteriormente,
colocagao de canula em um unico ato cirurgico (Matera et al., 1989; Stedile et al.,
2008; Girardi et al., 2017). Usualmente, em ovinos, a fistulagdo e a canulagéo sao
realizadas em unico tempo cirurgico (Thyfault et al., 1975).

A técnica de dois tempos operatérios rotineiramente € indicada para bovinos,
porém esta técnica demonstrou-se satisfatéria também para ovinos (Phillipson et al.,
1939; Cattelan et al., 1990). A realizagdo da operagdo em dois estagios cirurgicos

consiste, no primeiro tempo cirdrgico, na fixacdo do rumen a parede muscular
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abdominal e, no segundo tempo cirurgico, realizagdo da comunicagao do rumen com
0 meio exterior e colocagao da cénula (Cattelan et al., 1990).

A complicagdo mais importante da rumenostomia com colocagdo de canula
permanente € a peritonite e, consequentemente, a sepse e morte. Portanto, para
reduzir a probabilidade de complicagbes no pds-cirdrgico, sao necessarias
estabilizagcao da canula, fixacdo adequada do rumen a parede abdominal e vedacéao
total da canula (Saeed et al., 2007).

O presente estudo teve como objetivo descrever a técnica de rumenostomia
em dois tempos cirurgicos com colocagéo de canula flexivel permanente de silicone
em ovelhas utilizadas em pesquisa sobre acidose ruminal subaguda induzida

experimentalmente.

2. Material e métodos

Este estudo estd de acordo com os principios éticos na experimentacao
animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Jaboticabal, sob protocolo n°5758/16.

Submeteu-se oito ovelhas adultas, mesticas Santa Inés, higidas, mantidas em
baias, a rumenostomia em duas etapas cirurgicas com colocagdo de canula
permanente de silicone. Todos os animais foram acompanhados diariamente por
seis meses apds a cirurgia.

Antes da cirurgia, os animais foram mantidos em jejum alimentar por 48 horas
e hidrico por 24 horas. Previamente aos procedimentos anestésicos, a veia jugular
externa esquerda de cada ovelha foi cateterizada com cateter descartavel 16G (BD
Angiocath®)!. Por meio deste, administrou-se, como medicagdo pré-anestésica,
diazepam?, na dose 0,2 mg/kg/PC. Apds dez minutos, também pelo cateter, foi
realizada a indugao anestésica utilizando-se propofol (Propovan®)? na dose de 4 a 6

mg/kg/PC, e seguiu-se a intubacg&o orotraqueal. A manutengcao da anestesia foi feita

! BD Angiocath™ 16 GA x 1.88 IN — Becton Dickinson Industrias Cirurgicas Ltda., Juiz de Fora — MG.
2 Hipolabor Farmacéuticas Ltda, Sabara, Minas Gerais, Brasil.
3 Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
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com isofluorano diluido em oxigénio (Isoforine®)3, por via inalatéria. Foi realizado
fluidoterapia com ringer lactato, na taxa de infusdo de 5 mL/kg/hora, ao longo da
anestesia.

Com o animal em decubito lateral direito realizou-se tricotomia do flanco
esquerdo, seguida de antissepsia com iodopovidona degermante e solugéo alcodlica
de iodopovidona. Realizou-se anestesia local paravertebral infiltrativa nos ramos dos
nervos espinhais da décima terceira vértebra toracica, primeira e segunda vértebra
lombar e em L invertido com cloridrato de lidocaina sem vasoconstritor (Xylestesin®
2%)3 diluida na proporgéo 1:1 em solugao fisioldgica. Realizou-se, no tergo superior
do flanco esquerdo, caudal a 132 costela, incisdo circular da pele obedecendo um
molde do tamanho exato da canula (1,5 polegadas / 3,8 centimetros de diametro).
Seguiu-se a divulsdo do tecido subcutédneo e hemostasia dos vasos de maior calibre
com fio poliglactina 920 2-0 (Vicryl™)*. Incisou-se e divulsionou-se os musculos
obliquos abdominais externo e interno com tesoura. A parede do rumen foi exposta
e realizou-se sutura da serosa ruminal, peritbnio, camadas musculares e pele com
fio de algodao poliéster 04, em ponto simples separado, ao redor da ferida cirdrgica
(Fig. 1).

Realizou-se, por 12 dias apds a cirurgia, como protocolo pds-operatorio, a
aplicagédo de iodopovidona topica 2% sobre a ferida cirdrgica e pasta de unguento®,
diariamente, ao redor desta. Iniciou-se, imediatamente apdés a cirurgia,
antibioticoterapia com penicilina (Pentabiotico® Veterinario Reforgado)?, na dose de
30.000 Ul/kg/PC, por via intramuscular, a cada 48 horas, perfazendo duas
aplicagbes. Em associagao, foi administrado dipirona sédica (D-500®)°, na dose de
30 mg/kg/PC por via intramuscular, duas vezes ao dia durante trés dias consecutivos
apos a cirurgia.

Apods este periodo de 12 dias, o animal foi colocado em decubito lateral

direito, os pontos cirurgicos foram removidos e realizou-se incisao circular na parede

4 Ethicon, Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio de Produtos para Satde Ltda., S&o
Paulo, Brasil.

5 Vansil Industria Veterinaria, Descalvado, S&o Paulo, Brasil.

6 Zoetis Zoetis Industria de Produtos Veterinarios, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
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ruminal exposta (Fig. 2), na qual foi inserida uma canula ruminal de silicone com 1,5

polegadas de didmetro ou aproximadamente 3,8 centimetros’( Fig. 3).

Figura 1. Rumenostomia com colocagao de canula permanente. Primeiro periodo cirirgico
em ovino, em decubito lateral direito: (A) incisao circular na pele, respeitando o
tamanho do didmetro da canula, no ter¢o superior do flanco esquerdo, caudal a
132 costela, seguida por divulsdo do tecido subcutdaneo e hemostasia dos vasos
de maior calibre com fio poliglactina 2-0; (B) incisdo e divulsdo dos musculos
abdominais obliquo externo e obliquo interno com tesoura, no sentido das fibras
musculares; (C) sutura da serosa ruminal, peritdnio, camadas musculares e pele
com fio de algodao 0, em ponto simples separado (UNESP — Jaboticabal, 2019).

Figura 2. Rumenostomia com colocagao de canula permanente. Segundo periodo cirurgico
em ovino: (A) retirada dos pontos e incisdao do tecido ruminal necrosado; (B)
formacgao de fistula comunicando o rimen e o meio externo. Observa-se boa
cicatrizacao da ferida cirargica e aderéncia do rimen a parede abdominal; (C)

7 Kehl Industria e Comércio Ltda ME, S&o Carlos, Sdo Paulo, Brasil.
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encaixe da canula na fistula; (D) cénula de silicone fechada e estabilizada
perfeitamente na fistula; (E) ovelhas com a cénula flexivel de silicone permanente
(UNESP - Jaboticabal, 2019).

A B

2"3/4

1”12

Figura 3. Canula flexivel de silicone com 1,5 polegadas: (A)
canula desmontada. Nota-se presenca de depressdes
para melhor encaixe e estabilizacdo da canula entre o
ramen e a pele; (B) vista lateral da canula montada e
fechada (UNESP - Jaboticabal, 2019).

3. Resultados e Discussao

O procedimento cirurgico prolongou-se por, aproximadamente, duas horas
para cada animal. A rumenostomia foi realizada com jejum prévio, sob anestesia
geral inalatéria e anestesia local infiltrativa, ndo sendo observadas intercorréncias
durante a anestesia e a cirurgia; tampouco presencga de refluxo gastrico espontaneo.
A recuperacado anestésica foi satisfatoria e, no pés-cirurgico imediato, os animais
apresentaram posicdo quadrupedal e alimentaram-se normalmente. Tais
observacgdes corroboram os relatos de Elices et al. (2010) e Girardi et al. (2017) de
que os ovinos voltam a se alimentar e a manifestar comportamentos normais para
espécie em menos de 12 horas apds a cirurgia.

A incisdo circular realizada na pele e, posteriormente, na musculatura,
obedecendo ao tamanho do didmetro da céanula, foi descrito por Teixeira et al.
(2014) em bufalos e Muzzi et al. (2009) em bovinos e ovinos. No presente estudo,
esta técnica foi satisfatéria e promoveu o tamanho ideal para o encaixe da canula e

estabilizagcdo da mesma.
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O espaco de tempo de 12 dias entre os periodos cirurgicos (Matera et al.,
1989; Teixeira et al., 2014) permitiu que o rumen apresentasse adequada aderéncia
a pele, otimizando a execugdo da segunda fase operatéria. O intervalo entre o
primeiro estagio operatdrio e o segundo estagio deve ser adequado, pois, se a
segunda fase operatéria for realizada precocemente, ha maior probabilidade de
deiscéncia da sutura e abertura da ferida. No entanto, se for realizada tardiamente, a
abertura da fistula fica prejudicada e a inser¢ado da canula fica dificultosa, gerando
traumas na parede abdominal (Saeed et al., 2007). Saeed et al. (2007) preconizaram
cinco dias de intervalo entre os periodos cirurgicos, ja Cattelan et al. (1990) oito dias,
ambos os estudos relaram boa aderéncia do rumen a parede abdominal. Observou-
se completa epitelizagcdo da ferida cirurgica apdés 30 dias do procedimento da
rumenostomia, assim como descrito por Cattelan et al. (1990) e Muzzi et al. (2009).

Apesar do procedimento cirurgico ter sido realizado em decubito lateral
direito, o que favorece a contaminagdo da cavidade abdominal com conteudo
ruminal (Muzzi et al., 2009), ndo houve derramamento do conteudo ruminal na
cavidade abdominal e os ovinos nao apresentaram sinais de peritonite.
Complicagdes importantes como peritonite, sepse (Cattelan et al., 1990),
hemorragia, tétano (Stedile et al., 2008) e enfisema subcuténeo (Cattelan et al.,
1990) n&o foram observados neste estudo. Porém, observou-se presenga de miiase,
mesmo com uso de repelente, em trés animais entre cinco e 10 dias da retirada dos
pontos e encaixe da canula, atribuindo-se esta complicagdo ao clima quente e a
presenga de moscas nas baias (Sanni et al., 2002; Teixeira et al., 2014).

Observou-se, em dois animais, presenga de pus na ferida cirurgica e pequena
area de necrose tecidual cinco dias apds a retirada dos pontos e colocacido de
canula. Segundo Ducharme (1990), ndo é incomum a ocorréncia de pontos de
necrose na borda da ferida cirurgica devido a compressao dos tecidos exercida pela
canula.

A expulsdo das cénulas € uma complicagado recorrente apds a cirurgia de
rumenostomia e colocagao de canula permanente (Thyfault et al., 1975; Muzzi et al.,
2009; Girardi et al., 2017). Como a musculatura da parede abdominal dos ovinos é
mais delgada, o perfeito acoplamento e estabilidade da canula fica comprometido.

Este fato favorece a queda das canulas, principalmente, apés consumirem alimentos
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e com aumento dos movimentos ruminais (Saeed et al., 2007; Muzzi et al., 2009).
No presente estudo, houve queda da canula de dois animais, um animal apds um
més da segunda fase operatéria e outro ovino apds trés meses. Ambas canulas
foram trocadas por outras com diametro de 3 polegadas (7,6 centimetros), as quais
se ajustaram perfeitamente, ndo ocorrendo quedas recidivantes.

O extravasamento de conteudo ruminal pela fistula € uma complicacéo
apontada por varios autores (Thyfault et al., 1975; Saeed et al., 2007; Stedile et al.,
2008, Teixeira et al., 2014). No presente estudo, todos os animais apresentaram
extravasamento de conteudo ruminal, porém este ndao causou debilidade ou queda
do escore corporal, apenas queda dos pelos na regido do abdome por onde o
conteudo ruminal escorria e, ocasionalmente, presenca de moscas, a qual era
controlada por higienizacdo e aplicagdao de repelentes. Esses achados sao
semelhantes aos encontrados por Stedile et al. (2008), Teixeira et al. (2014) e
Girardi et al. (2017). Ao fim dos seis meses de acompanhamento, a canula de
silicone apresentou-se integra, sem inflamagado dos tecidos circunvizinhos, sem
deformagdes, com flexibilidade e bom fechamento, assim como encontrado por
Stedile et al. (2008) e Girardi et al. (2017).

Multiplas colheitas de amostras de fluido ruminal foram realizadas durante o
experimento de indugcdo de acidose subaguda em ovinos, sendo facilmente
exequiveis, com a canula mantendo-se estavel e com bom fechamento neste

periodo, corroborando com Saeed et al. (2007).

4. Conclusao

A rumenostomia em dois estagios operatérios permite ajuste e estabilidade
adequados para a canula, boa aderéncia do rumen a ferida cutanea e facilidade na
implantagdo da canula, além de ser efetiva para coleta de amostras ruminais por

longos periodos.
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CAPITULO 3 - Oscilagoes diarias dos valores de pH ruminal, fecal e urinario de

ovinos submetidos a acidose ruminal subaguda

Resumo — A acidose ruminal subaguda € comum em rebanhos de ruminantes de
alta producdo, pois esta associada ao consumo excessivo de carboidratos nao
estruturados e escassez da ingestdo de volumosos. Portanto, caracteriza-se a
acidose ruminal subaguda como doenga metabdlica de ruminantes alimentados com
dieta de alta concentragcdao de carboidratos associado com a diminuicdo do pH
ruminal. O presente estudo avaliou as flutuacdes diarias dos valores do pH ruminal,
pH fecal e pH urinario em ovelhas que receberam dietas com alto teor de
concentrado. Foram utilizadas oito ovelhas adultas, distribuidas em grupo tratado
(GT, cinco animais, que receberam alta porcentagem de concentrado na dieta) e
grupo controle (GC, trés animais, alimentados com feno). Para a indugdo da ARS, as
ovelhas do GT receberam dieta na qual foram incluidos ao volumoso, diariamente,
10% de alimento concentrado farelado até completar 80%, porcentagem mantida até
finalizar os 30 dias experimentais. Resultados observados no GT foram: diminuigao
do pH ruminal e aumento do pH fecal e urinario. Os menores valores de pH ruminal
e 0s maiores valores de pH fecal do GT concentraram-se do oitavo até o 17° dia
experimental, e, os valores do pH urinario apresentaram diferenga significativa do
terceiro ao oitavo dia e 27° dia ap6s a inducdo da doenca. Concluiu-se que o
incremento de carboidrato na dieta causou alteragdes no pH ruminal, fecal e urinario.

Palavras-chave: ARS, ovelhas, fluido ruminal, pH fezes, pH urina

1. Introducao

A acidose ruminal subaguda (ARS) é caracterizada pelo decréscimo anormal
do pH ruminal e, geralmente, estd associada ao consumo em excesso de
carboidratos ndo estruturados e diminuicdo da ingestao de fibras/volumoso (Oetzel,
2003; Enemark, 2009; Plaizier et al., 2009).

O crescimento do consumo de carne ovina, acompanhado do aumento de
confinamentos, acarreta em maior susceptibilidade para ARS. Esta enfermidade esta

associada a problemas econémicos como alto custo com tratamentos, impacto ao
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bem-estar animal, queda da produtividade e aumento de descarte de animais (Kleen
et al., 2003).

A ARS é comum em rebanhos de ruminantes de alta producdo, pois estes
sofrem com alteracdes na dieta sem o periodo de adaptacdo ruminal necessario,
ocorrendo, assim, queda no pH ruminal (Nocek et al., 2002) e alteragbes
metabdlicas (Plaizier et al., 2009). Portanto, o monitoramento do pH ruminal é de
suma importancia para o diagnéstico da ARS (Enemark et al., 2002). Alguns estudos
definem a ARS somente baseados na diminuicdo do pH ruminal, considerando-se a
ARS instalada quando o pH ruminal permanece abaixo de 5,5 (Nocek, 1997; Goad
et al.,1998). Outros propdem que a manutencdo de pH ruminal 5,6 durante trés
horas em um dia é caracterizado como ARS (Kleen et al., 2003; Gozho et al., 2005).
Garret et al. (1999) sugerem que o pH ruminal deve estar em torno de 5,5
independente da duragdo e Beauchemin et al. (2003) sugerem em 5,8 como pH
ruminal para a ARS.

A flutuagédo do pH ruminal é consideravel ao longo de 24 horas, sendo ainda
mais expressiva com a ingestao de dietas ricas em carboidratos fermentesciveis
(Krause e Oetzel, 2006; Nagaraja e Titgemeyer, 2007). A amplitude da diminuigdo
do pH ruminal e a duracdo dos episddios em que o pH fica abaixo dos valores
fisiologicos para ruminantes sao fatores importantes para o desencadeamento de
quadros sistémicos (Nocek, 1997).

O objetivo deste estudo foi avaliar as flutuagdes diarias dos valores do pH
ruminal, pH fecal e pH urinario em ovelhas que receberam dietas com alto teor de
concentrado (80% MS), com o intuito de identificar o momento de instalagédo da
ARS.

2. Material e métodos

Este estudo estd de acordo com os principios éticos na experimentacao
animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, Jaboticabal, sob protocolo n°5758/16.
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2.1. Periodo de adaptagao

Foram utilizadas oito ovelhas adultas, mesticas Santa Inés, higidas, 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.

No periodo pré-experimental os animais foram alimentados 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 (Tortuga Ovinofés com minerais organicos)?.

Neste periodo, os animais passaram por desverminagdo com ivermectina
(lvermectan 1%)3, por via subcutdnea, na dose de 0,2 mg/kg e albendazol
(Biozen®)*, por via oral, na dose de 15 mg/kg (Hajikolaei et al., 2006) e foram
submetidos a rumenostomia em duas etapas cirurgicas com colocagao de céanula
permanente, conforme descrito no capitulo 2 (Cattelan et al., 1990; Teixeira et al.,
2014).

ApdOs a realizagdo da cirurgia, com o intuito de cessar 0s processos
inflamatdrios decorrentes da colocagdo das canulas e adaptar as ovelhas a dieta

basal preconizada pelo estudo, foi respeitado um periodo de dois meses.

2.2.Periodo experimental

As ovelhas foram distribuidas em dois grupos: grupo controle (GC); formado
por trés animais e grupo tratado (GT), com cinco animais. Para indugdo da ARS, o
GT 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 — Guabi Ruminucleo Ovinos 40 ADE, Mogiana Alimentos S/A, Campinas,

Brasil), até completar 80% da MS (Girardi, 2016), porcentagem mantida até o final

'Nova Vedovati Industria e Comércio Ltda, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil.
2 Tortuga Companhia Zootécnica Agraria, Sio Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

3 Usinas Chimicas Brasileiras S. A., Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.

4 Biofarm Quimica e Farmacéutica Ltda, Jaboticabal, S3o Paulo, Brasil.
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de 30 dias experimentais. Ja o GC recebeu dieta, baseada no consumo de matéria
seca (MS) do periodo de adaptagédo, somente de volumoso. O alimento concentrado
e o0 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.

2.3. Andlise do pH do Liquido Ruminal, Fezes e Urina

As amostras de fluido ruminal e fezes foram colhidas em intervalos de quatro
horas (6h00, 10h00, 14h00, 18h00, 22h00, 02h00) e a colheita das amostras de
urina realizadas a cada 12 horas (6h00 e 18h00) durante os 30 dias.

As amostras do fluido ruminal foram obtidas por meio da fistula ruminal,
utilizando-se uma pipeta descartavel, sendo coletados 10 mL, acondicionados em
tubo cbnico estéril tipo Falcon de 15 mL e analisados imediatamente. No mesmo
momento da colheita das amostras do liquido ruminal, foram colhidos 2 g de fezes
frescas (diretamente da ampola retal ou apds evacuagdo espontanea, antes do
contato com o piso), os quais foram acondicionados em copos coletores e diluidos
em 6 mL de agua ultrapura. Amostras de urina foram colhidas em copos estéreis de
80 mL com tampa, resultantes de miccdo espontanea ou apds indugao da miccao
(Jackson e Cockcroft, 2002; Ortolani, 2003). Todas as amostras foram mantidas sob
refrigeracdo em isopor com gelo reciclavel até o momento da analise, que foram
realizadas imediatamente.

O pH urinario, do fluido ruminal e das fezes foi mensurado em pHmetro digital
Digimed DM20°.

2.4. Andlise estatistica

Utilizando-se software de analise estatistica (SAS 9.1)%, avaliou-se os

momentos (colheitas) dentro de cada grupo pela analise de variancia para medidas

> Digicrom Analitica Ltda., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
6 14 SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.
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repetidas. A comparagdo entre os grupos (GT/GC) foi realizada pelo teste t de

Student. O nivel de significancia adotado foi 5%.

3. Resultados e Discussao

Considerou-se a presenga da ARS quando o pH ruminal permanece abaixo
de 5,8 por qualquer periodo prolongado de tempo (Beauchemin et al.,, 2003). A
diminuicdo no pH ruminal é causada pelo aumento na concentracdo de &acidos
graxos volateis sem aumentar, concomitante, a concentragao de lactato como ocorre
na acidose ruminal aguda (Krause e Oetzel, 2006).

No presente estudo, as médias do pH ruminal, durante 24h, das ovelhas do
grupo tratado (GT) (6,11%£0,20), apresentaram diferenga significativa (P<0,05)
quando comparado com as médias do pH ruminal das ovelhas do grupo controle
(GC) (6,57+0,16) (Fig.1). Os dias 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 GT se concentraram do oitavo até o 17° dia apds

a inducao da doenga, ou seja, desde o inicio da dieta com 80% MS de alimento

concentrado e 20% MS de alimento volumoso.
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Figura 1. Representacado grafica das médias e desvios padrao diarios do pH do liquido
ruminal de ovinos dos grupos tratado e controle, em relacao aos dias experimentais
(DO — alimentagéo apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria de
10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com
80% MS de alimento concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP — Jaboticabal,
2019). * P<0,05
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Em bovinos, segundo Steele et al. (2011), na primeira semana da introdugao
da dieta com alta concentracdo de amido consegue-se diagnosticar a ARS por meio
da afericdo do pH ruminal, porém, a partir da terceira semana pode ser dificil este
diagndstico. Os autores acreditam que apds trés semanas da dieta com alto teor de
concentrado ocorra adaptacdo ruminal a ARS. No presente estudo, mesmo
ocorrendo diferenga significativa entre os grupos até o ultimo dia experimental, nota-
se que apos o 17° dia (terceira semana experimental) houve uma tendéncia de
adaptacao a dieta, onde os valores do pH ruminal tenderam a ficar mais préximos
dos valores fisiolégicos.

Principalmente no periodo entre o sexto e o 30° dia experimental, o pH
ruminal apresentou valores mais baixos em 4h, 8h e 12h apds o fornecimento da
alimentagdo, aumentando gradualmente em 16h e 20h, e encontrando-se dentro da
normalidade 24h apds a ingestao, sem diferenca com o GC (Fig. 2). Estudo com
vacas leiteiras demonstrou que o pH ruminal diminuiu apés 8h da ingestao alimentar
rica em carboidratos e volta gradualmente a normalizar-se 10h apds a refeigao
(Nocek et al., 2002). Outras pesquisas, as quais avaliaram o pH ruminal de bovinos
confinados com dietas de alto teor de carboidratos, observaram queda mais
acentuada do pH ruminal ap6s 12h (Gonzalez et al., 2012) e 48h apds a ingestédo da

dieta rica em alimento concentrado (Goad et al., 1998).
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Figura 2. Representacao grafica das médias e desvios padrdo do pH do liquido ruminal de ovinos dos grupos tratado (GT) e controle (GC), obtidas quatro
(C4), oito (C8), 12 (C12), 16 (C16), 20 (C20) e 24 (C24) horas apds o fornecimento do alimento concentrado, em relagao aos dias experimentais (DO
— alimentagéao apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 —
dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019). *P<0,05
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As médias dos valores de pH fecal durante 24h do GT apresentaram
diferenga significativa (P<0,05) quando comparadas com as do GC do quarto ao
sexto dia e do oitavo até o 16°, 20°, 23° e 30° dia experimental (Fig. 3), sendo que o
GT (7,77+0,12) apresentou maiores valores de pH fecal em relagdo ao GC
(7,66+0,31). Os dias que apresentaram maiores valores foram 11°, 13° e 20° dia
experimental. Ja o 27° e 30° dia experimental, também apresentaram diferengca na
comparagao GT com GC, porém os valores foram menores no GT quando
comparado ao GC. Entretanto, quando comparado o basal do GT (7,60+0,35) com
as demais coletas deste grupo nado houve diferenga significativa (P<0,05),
mostrando que o pH fecal oscilou em comparacdo ao GC, mas manteve constante
em relacao ao basal do proprio GT. Portanto, o pH fecal ndo demonstrou alteragdes
importantes com a indugao da doenga, assim como descrito por Enemark (2009) e Li
et al. (2012).
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Figura 3. Representagao grafica das médias e desvios padrao diarios do pH das fezes de
ovinos dos grupos tratado e controle, em relagdo aos dias experimentais (DO —
alimentagcdo apenas com volumoso; D1 a D7 - inclusdo gradual diaria de 10%
matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS
de alimento concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019).
*P<0,05

Em relacdo ao momento apds fornecimento da dieta, quatro horas apds a
ingestdo do alimento concentrado o GT diferiu significativamente do GC no sétimo,
nono, 11°, 13°, 15° e 23° dia experimental. As 8h apds a ingestdo, o pH fecal
encontrou-se sem diferenga significativa com o GC. O pH fecal apresentou valores

mais altos 12h apds o fornecimento da dieta do oitavo ao 15°, 19°, 20° e 23° dia
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experimental. Com 16h, os dias que apresentaram diferengca significativa pds
alimentagdo foram quinto, sétimo, oitavo, do 11° ao 13° 16° e 19°. E o GT
apresentou diferenga significativa com GC em dias esporadicos em 20h e 24h apés
a alimentagao (Fig. 4, pag. 34). O periodo de dias em que o pH fecal do GT se
apresentou significativamente diferente do GC corroborou o periodo onde houve
menor média do pH ruminal. O pH fecal frequentemente espelha o pH ruminal apds
um tempo de laténcia de 12 a 18 horas (Luan et al., 2016). O aumento do pH das
fezes, nestes periodos, pode estar relacionado com o aumento da absorcdo dos
acidos graxos volateis pelo epitélio ruminal, secre¢cdo de bicarbonato ao longo do
trajeto intestinal e aumento na secregao de bile, principalmente, quando o conteudo
do duodeno se encontra com pH abaixo da normalidade para a espécie (Gabel et al.,
1991; Cunningham, 2004; Penner et al., 2009, Reece et al., 2015). Sendo estes
fatores importantes para alcalinizagao do conteudo acido proveniente do rumen. Li et
al. (2012) analisaram o pH fecal duas vezes ao dia (9h00 e 15h00) de vacas leiteiras
submetidas a dieta com gréaos e, constataram aumento do pH fecal na segunda
coleta do dia (15h00), relatando ndo haver interacdo das analises seriadas do pH

fecal com as alteragcdes promovidas pela ARS.
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Figura 4. Representacgao grafica das médias e desvios padrdo do pH das fezes de ovinos dos grupos tratado (GT) e controle (GC), obtidas quatro (C4), oito
(C8), 12 (C12), 16 (C16), 20 (C20) e 24 (C24) horas apo6s o fornecimento do alimento concentrado, em relagdo aos dias experimentais (DO —
alimentagao apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta
com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019). *P<0,05
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As médias do pH urinario entre os grupos apresentaram-se significativamente
diferentes (P<0,05) no periodo do terceiro ao oitavo dia e 27° dia apds a inducéo da
ARS. Na maioria dos dias as médias dos valores de pH do GT (6,47+0,26) foram
superiores as do GC (6,20£0,42) (Fig. 5). Na ARS acontece aumento da excregao
renal de H* na tentativa de compensar a possivel, acidose metabdlica (Enemark,
2009). Esperava-se que a depressao no pH ruminal na ARS provocasse diminui¢ao
dos valores de pH urinario (Gianesela et al., 2010, Minervino, 2014; Girardi, 2016).
Alguns estudos na literatura apontam que nao ha alteragdes dignas de nota no pH
urinario em bovinos submetidos a ARS (Roche et al., 2005; Enemark, 2009;
Morgante et al., 2009). Porém, no presente estudo, observou-se aumento do pH
urinario do GT quando comparado ao GC. Ao comparar o basal do GT (5,85+0,69)
com os demais dias do mesmo grupo constatou-se que a diferenga significativa
ocorreu somente no oitavo e 16° dia experimental, correspondentes ao periodo de
menor pH ruminal. Supostamente, o aumento do pH urinario neste periodo pode ser

resultado da desidratacdo sistémica e aumento da concentragdo da urina (Li et al.,

2012).
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Figura 5. Representacao grafica das médias e desvios padrao diarios do pH da urina
de ovinos dos grupos tratado e controle, em relagdo aos dias experimentais
(DO — alimentagdo apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria
de 10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta
com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP —
Jaboticabal, 2019). *P<0,05

Ao comparar GT com o GC o pH urinario apresentou valores maiores e diferiu

estatisticamente 12 horas apds o fornecimento da dieta, no quarto, sexto ao oitavo
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dia, 10°, 16° e do 21° ao 25°, 27° e 28° dia experimental. Portanto, o GT apresentou
13 dias de pH da urina maior que do GC. Ja 24 horas apds a ingestao alimentar o
pH urinario apresentou valores superiores no GT, em relagdo ao GC, no sexto e
oitavo dia experimental, e no 17°, 19° 20° e 21° dia experimental observou-se

diminuic&o dos valores de pH urinario (Fig. 6).
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Figura 6. Representacgao grafica das médias e desvios padrao da variavel pH da urina
de ovinos dos grupos tratado (GT) e controle (GC), obtidas quatro 12 (C12) e
24 (C24) horas ap06s o fornecimento do alimento concentrado, em relagcédo aos
dias experimentais (DO — alimentacdo apenas com volumoso; D1 a D7 —
inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de alimento concentrado a
dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS de alimento concentrado e 20% MS de
volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019). *P<0,05

Li et al. (2012) analisaram duas vezes ao dia (9nh00 e 15h00) o pH urinario de
vacas leiteiras submetidas a dieta rica em graos e, constataram que os valores de
pH eram menores na segunda analise do dia (15h00). No presente estudo, notou
esporadicamente este fato em 30 dias experimentais, quatro dias o pH urinario com
valores mais baixos 24h apds ingestdo da dieta e 12 dias os valores de pH urinario

maiores 12h apds ingestdo da dieta.
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O periodo de dias que o pH urinario permaneceu com valores menores 24h
apos a ingestdo da dieta rica em carboidrato aproxima-se do periodo de queda
acentuada do pH ruminal (oitavo até o 17° dia experimental). Como a eliminacéo de
H* em pequenos ruminantes é realizada, principalmente, pelos rins (Enemark et al.,
2002), provavelmente neste periodo houve tendéncia de compensacgao renal da

acidose metabdlica (Jones, 2010).

4. Conclusao

Este estudo demonstrou que a ingestao de dietas com alto teor de carboidrato
e baixo teor de volumoso causou alteragdes significativas no pH ruminal, fecal e
urinario. Conclui-se que o pH do liquido ruminal apresentou menores valores e maior
flutuagcédo 4h, 8h e 12h apds a ingestdo da alimentagéo, o pH das fezes e pH da
urina apresentaram maiores valores e maior flutuagéo 12 horas apés a ingestao da

dieta. Constatou-se que ARS iniciou-se a partir do oitavo dia experimental.
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CAPITULO 4 - Caracteristicas do fluido ruminal de ovelhas submetidas a

acidose ruminal subaguda

Resumo — A alimentagdo de ruminantes com excesso de carboidrato e escassez de
fibras, geralmente esta associada a alteragdes no liquido ruminal, causando a
acidose ruminal subaguda. O presente trabalho avaliou as alteragdes do fluido
ruminal de ovelhas que receberam dietas com alto teor de concentrado (80%
matéria seca), com propdsito de induzir experimentalmente a acidose ruminal
subaguda. Foram utilizadas oito ovelhas adultas, distribuidas em grupo tratado (GT,
cinco animais, que receberam alta porcentagem de concentrado na dieta) e grupo
controle (GC, trés animais, alimentados com feno). Para a inducdo da ARS, as
ovelhas do GT receberam dieta na qual foram incluidos ao volumoso, diariamente,
10% de alimento concentrado farelado até completar 80%, porcentagem mantida até
completar 30 dias experimentais. Amostras de fluido ruminal foram obtidas por meio
da fistula ruminal, a fim de se analisar as caracteristicas fisicas (viscosidade, cor e
odor), o tempo de sedimentagao, prova de reducédo do azul de metileno e niveis de
lipopolissacarideos e histamina. Observou que o fluido ruminal das ovelhas do GT
apresentou diminuicado do tempo de reducéo do azul de metileno, aumento do tempo
de sedimentacdo e diminuicdo dos niveis de histamina. Conclui-se que a dieta
empregada foi capaz de alterar o liquido ruminal e desencadear ARS em ovelhas.

Palavras-chave: prova de reducao do azul de metileno, ARS, liquido ruminal, tempo

de sedimentacao, histamina

1. Introducao

No Brasil, o principal objetivo da ovinocultura é a producéo de carne (Viana et
al., 2015). Portanto, todas as medidas adotadas para intensificar a produgéao tem a
finalidade de aumentar a quantidade e qualidade do produto final (Caldeira, 2005).
Dietas ricas em graos, carboidratos, favorecem o aumento da produgao de leite e
ganho de peso, sendo benéficas por um curto tempo, porém a longo prazo, o seu
consumo acarreta efeitos adversos como a acidose ruminal subaguda (ARS) que

torna o pH ruminal acido (Oetzel, 2003).
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Segundo Plaizier et al. (2009), a acidose ruminal subaguda € uma doenca
metabdlica de bovinos alimentados com dieta de alta concentracdo de carboidratos
associado com a diminuicao do pH ruminal.

As caracteristicas do fluido ruminal de vacas com ARS s&o: coloracao leitosa
ou amarronzada, odor acido, consisténcia levemente viscosa, rapido tempo de
sedimentacao, pH em torno 6,2 a 5,3 e tempo de reducéo do azul de metileno de até
trés minutos (Enemark et al., 2002). Apesar do liquido ruminal ter predominancia de
bactérias Gram-negativas, ocorre ascensdo do numero de bactérias Gram-positivas
na ARS (Goad et al., 1998; Owens et al., 1998).

A queda do pH ruminal desencadeia a sintese da histamina, que € uma amina
farmacologicamente ativa, produzida no rumen pela descarboxilagdo dos
aminoacidos percussores (Nagaraja e Titgemeyer, 2007). Segundo Brent (1976) a
histamina € um potente vasodilatador e aumenta a permeabilidade vascular, ambas
caracteristicas causam alteragbes hemodinamicas, fato importante para patogénese
da laminite.

O envolvimento da histamina e das endotoxinas se encaixa na patogénese da
laminite por sobrecarga de carboidratos (Nocek, 1997). As endotoxinas ou
lipopolissacarideos (LPS) sdo componentes da parede celular de bactérias gram-
negativas. Como no fluido ruminal ha predominio de bactérias Gram-negativas, em
condicbes acidoticas ocorre a morte destas bactérias com a liberagcdo do LPS
(Nagaraja et al., 1978). Acredita-se que as endotoxinas bacterianas presentes no
fluido ruminal participem da patogénese da ARS e da laminite, pois o LPS pode ser
translocado para os vasos sanguineos periféricos (Nagaraja et al., 1978). O alvo
primario das endotoxinas parece ser o tecido arterial vascular, que afeta a liberagao
de mediadores vasoativos, induzindo assim uma resposta inflamatéria de fase aguda
da derme e respostas vasculares associadas (Nocek, 1997; Gozho et al., 2005).

O presente estudo avaliou as alteracbes do fluido ruminal de ovelhas que
receberam dietas com alto teor de concentrado (80% matéria seca — MS), com

proposito de induzir experimentalmente a ARS.
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2. Material e métodos

2.1.Periodo de adaptagao

Foram utilizadas oito ovelhas adultas, mesticas Santa Inés, higidas, 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.

No periodo pré-experimental (60 dias) os animais foram alimentados 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 (Tortuga Ovinofés com minerais organicos)?.

2.2.Periodo experimental

Foram utilizadas oito ovelhas, adultas, mesticas Santa Inés, distribuidas em
grupo tratado (GT, cinco animais, que receberam alta porcentagem de concentrado
na dieta) e grupo controle (GC, trés animais, alimentados com volumoso/feno). Para
inducao da ARS, o GT 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 — Guabi Ruminucleo Ovinos 40 ADE, Mogiana Alimentos
S/A, Campinas, Brasil), até completar 80% da MS (Girardi, 2016), porcentagem
mantida até o final de 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.

" Nova Vedovati Industria e Comércio Ltda, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil.
2 Tortuga Companhia Zootécnica Agraria, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
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2.3. Analise do Liquido Ruminal

As amostras do liquido ruminal foram obtidas por meio da fistula ruminal, 24
horas apés o fornecimento do alimento, utilizando-se uma pipeta descartavel, sendo
coletados 30 mL e acondicionadas em trés tubos conicos estéreis tipo Falcon de 15
mL e analisados, logo apds a colheita, quanto as caracteristicas fisicas (viscosidade,
cor, odor), o tempo de sedimentagéo (TS) e prova de redugdo do azul de metileno
(PRAM). Na prova de sedimentacao, as amostras foram deixadas em repouso até a
formagdo de camadas estratificadas (Arcuri et al., 2006). Para o teste do tempo de
reducao do azul de metileno, adicionou-se 0,5 mL desta solu¢do a 0,03% a 9,5 mL
de fluido ruminal (Dirksen, 1993), comparando-se a cor ao controle do proprio fluido
e registrando o tempo necessario para descolorir o azul de metileno (Dirksen, 1993;
Jackson e Cockcroft, 2002).

Para a analise dos niveis de histamina as amostras de liquido ruminal foram
obtidas no basal, quarto, sétimo, 10°, 15°, 19°, 23°, 27° e 30° dia experimental e para
analise dos niveis de LPS no basal, sétimo, 15°, 23° e 30° dia experimental, ambas
24 horas apos o fornecimento da dieta. A amostra de fluido ruminal foi obtida com
pipeta estéril, filtrada com gaze estéril e acondicionada em tubos cénicos estéreis
tipo Falcon de 15 mL para centrifugagao refrigerada a 4°C, durante 15 minutos a
6.000 rpm, separando-se a fracdo de sobrenadante, o qual foi armazenado em
aliquotas em freezer -80°C em microtubos de plastico estéreis tipo Eppendorf para
avaliacdo da concentracdo de histamina, e para amostra destinada a analise de
LPS, foi acondicionada em tubo de vidro borossilicato estéril a -20°C.

Os niveis de LPS e histamina foram avaliados por kits (LPS3 e histamina®)
para ensaio imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-Linked Immunonorbent Assay)
multiespécies e a leitura da reacgao foi feita em leitor de microplacas de ELISA (iMark
Microplate Reader Bio-Rad, Hercules, California, USA).

Utilizando-se software de analise estatistica (SAS 9.1)°, avaliou-se os
momentos (coletas) dentro de cada grupo pela analise de varidncia para medidas
repetidas com ANOVA. A comparagao entre os grupos (GT/GC) foi realizada pelo

teste t de Student. O nivel de significancia adotado foi 5%.

3 Cloud-Clone Corp., Katy, Tx, USA. (SEB526Ge 96 Tests)
4 Cloud-Clone Corp., Katy, Tx, USA. (CEA927Ge 96 Tests)
5 SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.
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3. Resultados

A coloragéo do fluido ruminal que era verde oliva até o terceiro dia, tornou-se
verde amarelado do quarto ao 10° dia e, entdo, manteve-se amarelada até o fim do
periodo experimental (Fig. 1). O fluido ruminal, geralmente liquido durante o
experimento, apresentou episédios de aumento de viscosidade a partir do 13° dia,
chegando a se tornar espumoso no 15°, 21°, 22° 26°, 27°, 28° e 30° dia apds a
introdugdo de carboidrato na dieta. O odor passou de caracteristico para acido a

partir do sexto dia experimental e permaneceu até o final.

Figura 1. Fluido ruminal de ovinos induzidos a acidose ruminal subaguda por ingestdo de
dieta rica em carboidratos: verde oliva (A), verde amarelado (B) e amarelado (C).

Os resultados referentes a prova de sedimentagao (TS) e prova de redugao
de azul de metileno (PRAM) do liquido ruminal estdo apresentados nas Figuras 2 e
3. Observou-se diferenca significativa (P<0,05) no TS do liquido ruminal dos animais
do GT em relagédo ao GC no quarto, nono, 12°,14°, 15°, 16°, 18°, 21°, 22° e 30° dia
apos a introdugao de carboidrato na dieta. A média de tempo em minutos do TS do
GT (4+1,72) foi maior em comparagao ao GC (1,5+0,30). A PRAM do fluido ruminal
das ovelhas do GT apresentou diferenga significativa (P<0,05) em relagdo ao GC no
nono, 10° ao 13°,15°, 28° ao 30° dia apds o fornecimento da dieta com alto teor de
carboidratos. A média de tempo em minutos do GT (0,940,65) foi menor quando

comparado com GC (1,7+0,43).
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Figura 2. Representacao grafica das médias e desvios padrao diarios da analise da prova
sedimentacao (TS) do fluido ruminal dos ovinos dos grupos tratado (GT) e controle
(GC), em relagao aos dias experimentais (DO — alimentagao apenas com volumoso;
D1 a D7 - inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de alimento
concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS de alimento concentrado e
20% MS de volumoso) (UNESP — Jaboticabal, 2019). *P<0,05
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Figura 3. Representacao grafica das médias e desvios padrao diarios da analise da prova
de reducao de azul de metileno (PRAM) do fluido ruminal dos ovinos dos grupos
tratado (GT) e controle (GC), em relacado aos dias experimentais (DO — alimentagao
apenas com volumoso; D1 a D7 — inclusdo gradual diaria de 10% matéria seca
(MS) de alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS de alimento
concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP — Jaboticabal, 2019). *P<0,05

Ao comparar com GC (4,20+0,97), a concentragdo de histamina no fluido
ruminal das ovelhas do GT (3,16+1,07) decresceu e apresentou diferenga
significativa (P<0,05) no sétimo, 10°, 15° e 27° dia apds o fornecimento de dieta com

80% MS de alimento concentrado (Fig. 4).
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Figura 4. Representacdo grafica das médias e desvios padrdo diarios da
concentracdo de histamina no fluido ruminal grupos tratado (GT) e controle
(GC), em relagao aos dias experimentais (DO — alimentagdo apenas com
volumoso; D1 a D7 — inclusao gradual diaria de 10% matéria seca (MS) de
alimento concentrado a dieta; D8 a D30 — dieta com 80% MS de alimento
concentrado e 20% MS de volumoso) (UNESP - Jaboticabal, 2019).
*P<0,05

Os lipopolissacarideos (LPS) do fluido ruminal somente foram detectados no
momento basal em ambos os grupos, GC (0,50+0,34) e GT (0,18+0,06), apds esse

momento, ndo houve detecgédo de LPS por meio da metodologia utilizada.

4. Discussao

Os achados referentes a viscosidade, coloragdao e odor do fluido ruminal
corroboraram o esperado do liquido ruminal de ruminantes portadores de ARS:
viscosidade aumentada, odor acido, coloragdo verde amarelado a amarelado
(Enemark et al., 2002).

A prova de reducgdo do azul de metileno tem como objetivo determinar a
atividade da microbiota ruminal, em ruminantes com dietas equilibradas de volumoso
e concentrado espera-se que o consumo do azul de metileno pela microbiota seja de
até trés minutos; ja em dietas ricas em carboidratos e desprovida de volumoso, o
tempo para a redugdo € menor, em torno de um minuto (Dirksen, 1993; Feitosa,
2014). No liquido ruminal das ovelhas com ARS, observou-se diminuigdo do tempo
da PRAM, principalmente, apds a introdu¢ao de dieta com 80% de carboidrato,

assim como observaram Girardi et al. (2018). A anélise da PRAM do liquido ruminal
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de vacas leiteiras com afecgdes podais apresentou tempo menor que trés minutos,
principalmente no lote de animais alimentados com alta concentragdo de
carboidratos (50% da dieta) (Rodrigues et al., 2013).

A prova de sedimentacao determina o tempo em que as particulas fibrosas e
maiores permanecem na superficie por meio dos gases produzidos pela
fermentacdo e as particulas menores e finas se depositam no fundo do recipiente
(Dirksen, 1993). Portanto, ocorre estratificacdo do conteudo ruminal pela atividade
bacteriana, geralmente, em animais saudaveis o TS é em torno de seis a nove
minutos € em animais com acidose ruminal espera-se diminuicdo deste tempo
(Enemark et al., 2002; Feitosa, 2014). Porém, nao foi observado diminuicdo do TS
conforme descrito e, sim, aumento do tempo de sedimentagcdo dos animais
alimentados com 80% de concentrado na dieta em relagdo ao GC. Provavelmente, o
TS aumentou devido a consisténcia espumosa do fluido ruminal.

A diminuicdo do pH ruminal esta associada com o aumento da producao e
acumulo da histamina no fluido ruminal (Dain et al., 1955). No presente estudo
observou-se decréscimo da concentragdo de histamina no liquido ruminal das
ovelhas, principalmente, no periodo de fornecimento de dieta rica em carboidrato. As
espécies de bactérias produtoras de histamina, Allisonella histaminiformans,
necessitam pH extremamente acido, para desencadear a producdo de histamina
(Schelp et al., 2001; Garner et al., 2002); pH ruminal abaixo de 5,0 potencializa a
producédo de histamina (Dain et al., 1955). Provavelmente ndo ocorreu aumento da
concentracdo de histamina no fluido ruminal, porque o pH ruminal das ovelhas do
GT nao atingiu valores tao acidos (6,11+0,20) (conforme descritos no Capitulo 3).

Estudos apontam aumento da concentragcdo de histamina e LPS no fluido
ruminal de vacas com ARS (Gozho et al., 2005; Pilachai et al., 2012). Dietas ricas
em carboidratos (trigo e cevada) e valores de pH ruminal abaixo de 5,6 durante trés
horas/dia favorecem o aumento da concentracdao de LPS no liquido ruminal de bois
(Gozho et al., 2005; Gozho et al., 2006) e de vacas em lactagao (Gozho et al., 2007).
Porém, no presente estudo, a concentracdo de LPS do fluido ruminal das ovelhas
com ARS, permaneceu abaixo do limiar de deteccdo da metodologia utilizada.
Talvez nao foi possivel mensurar os niveis de LPS, porque, a colheita foi realizada

uma vez ao dia, diferente do apontado por Khafipour et al. (2009), os quais
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verificaram que seis e 12h apds a alimentacdo sdo os periodos de maior

concentragédo de LPS no liquido ruminal.

5. Conclusao

A ingestdo da dieta com 80% de carboidrato por ovelhas influenciou as
caracteristicas organolépticas do fluido ruminal (odor, cor e consisténcia), diminuiu
do tempo da prova de reducdo do azul de metileno, aumentou o tempo de
sedimentacao e diminuiu os niveis de histamina. Conclui-se que houve alteracdes do

fluido ruminal com a ingestao de dieta com 80% de carboidrato.
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Abstract

Subacute ruminal acidosis (SARA), a metabolic disease that affects ruminants, is associated
with diets that contain a high concentration of carbohydrates. Although SARA is known to
trigger a systemic inflammatory state, of which one of the main sequelae is laminitis, the
pathophysiological processes involved are not well understood. Doppler ultrasonography is
able to provide data on the vascular dynamics and architecture. Thus, it could be used to
evaluate the alterations caused by laminitis in the limb arteries of ruminants. However, there
are few studies on the use of Doppler ultrasonography in sheep with SARA and laminitis. The
objective of this study was to monitor the dynamics of cranial tibial arterial blood flow in
sheep with experimentally induced SARA in order to verify the possible hemodynamic
changes caused by SARA and laminitis. Eight adult ewes were distributed into a treatment
group (TG, five animals, which received a high percentage of concentrate in the diet) and a
control group (three animals fed bulk grass/hay only). For SARA induction, the TG sheep

received a diet in which 10% of concentrate feed was added to the bulk, reaching to 80% by

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista “Small Ruminant Research” e encontra-se
em avaliagdo para publicagéo.
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the end of 30 days of experimentation. Doppler ultrasonographic examination of the cranial
tibial artery of the left and right pelvic limbs was performed daily. The Doppler parameters
analyzed were the maximum systolic velocity, end-diastolic velocity, pulsatility index, and
resistivity index. Although no clear signs of laminitis were observed, there was an increase in
the end-diastolic velocity and a decrease in the pulsatility and resistivity indices in the cranial
tibial artery of both pelvic limbs of the TG animals in the period of higher carbohydrate
consumption. It was concluded that Doppler ultrasonography was effective for monitoring the
hemodynamics of the cranial tibial artery under SARA, showing arterial vasodilation during
the period of higher carbohydrate intake from the diet. Moreover, it would be a useful tool for
the diagnosis and follow-up of the progression of the peripheral vascular alterations caused by
SARA and laminitis.

Keywords: Sheep, SARA, Pulsatility index, Resistivity index, Laminitis

1. Introduction

Subacute ruminal acidosis (SARA), a metabolic disease of ruminants, is associated with
diets that contain a high carbohydrate concentration (Plaizier et al., 2009). SARA is defined
by periods of moderate ruminal pH depression and is associated with laminitis, which can
lead to decreased animal productivity (Krause and Oetzel, 2006).

SARA causes intense fermentation in the rumen, resulting in a decrease in the ruminal
pH, which subsequently causes tissue damage and an increase in the lysis of gram-negative
bacteria. Consequently, an increase in the concentration of the endotoxin lipopolysaccharide
(LPS) in the ruminal fluid ensues. LPS can be translocated to the bloodstream and contributes
to systemic inflammation and the acute phase response (Gozho et al., 2005; Plaizer et al.,

2009; Plaizer et al., 2012). Such inflammatory phenomena result in the release of vasoactive
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substances, which are associated mainly with changes in the hemodynamics of the peripheral
microvasculature (Boosman et al., 1989; Nocek, 1997). Histamine, a pharmacologically
active amine, is a vasoactive substance released by mast cells during an inflammatory
process. It is also produced in the rumen by the decrease in ruminal pH, being responsible for
vasodilation and increased vascular permeability (Nagaraja and Titgemeyer, 2007). Therefore,
it has been suggested that changes in blood circulation could play an important role in the
development of foot conditions in cattle (Hirschberg and Miilling, 2002).

One of the main sequelae of SARA is laminitis or diffuse aseptic pododermatitis, which
is defined as an inflammation of the dermal laminae of the hull (Nocek, 1997). However, the
exact mechanism of how SARA triggers laminitis is not fully understood (Krause and Oetzel,
20006).

Most of the incidences of claudication found in herds are attributed to the laminitis
caused by excess grain in the diet, which is the second most important disease that leads to a
decrease in milk yield, weight gain, and failure to reproduce (Oetzel, 2003). Although the
etiology is multifactorial, it has been suggested that metabolic diseases increase the
susceptibility to the onset of laminitis, besides it being associated with abscesses and ulcers of
the sole and overgrowth of the corneal case (Nocek, 1997). It is believed that the connection
between SARA and laminitis is a high intake of carbohydrates and a deficiency in dietary
fiber intake, thus leading to excessive ruminal fermentation (Nocek, 1997).

Doppler ultrasonography is commonly used to observe changes in the vascular dynamics,
as it is able to provide real-time information about the vascular architecture and hemodynamic
parameters of the vessels (Novellas et al., 2007; Carvalho et al., 2008) as well as peripheral
vascular resistance (Novellas et al., 2007). The objective of the present study was to use

Doppler ultrasonography to monitor the dynamics of cranial tibial arterial blood flow in sheep
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with experimentally induced SARA in order to verify the possible hemodynamic changes

caused by SARA and laminitis.

2. Materials and methods

This study was carried out in accordance with the ethical principles in animal
experimentation adopted by the National Council for the Control of Animal Experimentation.
The study protocol was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the State
University of Sao Paulo, School of Agrarian and Veterinary Sciences, Jaboticabal, Brazil
(Approval protocol n°5758/16).

Eight adult female sheep (Ovis aires, crossbred Santa Inés) were distributed into a
treatment group (TG, five animals, which received a high percentage of concentrate in the
diet) and a control group (CG, three animals, fed on bulk grass/hay only). For SARA
induction, the TG received a diet based on the dry matter (DM) intake of the adaptation
period (for 60 days all sheep were fed bulk grass/hay only); that is, 10% of a branny
concentrate feed was added daily on morning (76.8% ground corn, 18.2% soybean meal, and
5% of essential minerals and vitamins) was added up to 80% on the basis of DM intake
(Girardi, 2016), with the percentage maintained until the end of 30 experimental days. The
Digimed DM20 digital pHmeter (Digicrom Analitica Ltda., Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil) was
used to measure the ruminal pH of the ewes every day. Doppler ultrasound examination was
performed daily, six hours after the supply of high carbohydrate diet.

Before performing the ultrasonographic examination, the studied area was trichotomized.
The ewes were acclimatized for 30 min in a temperature-controlled environment (25.39 +
0.87°C), in a quadrupedal position with the weight of all limbs supported (Menzies-Gow et

al., 2004; Miiller et al., 2017), without sedation and under quiet manipulation. After the
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acclimation period, the heart rate was measured in beats per minute (bpm) by cardiac
auscultation, and a hull evaluation was performed to detect signs of laminitis (Gay, 2002) and
macroscopic alterations.

On each day, ultrasonic scanning in the B mode and subsequent spectral and color
Doppler ultrasonography (US MyLab™ 30 Vet Gold, Esaote SpA, Genova, Italy) with an 18-
6 MHz linear transducer (LA435, Esaote SpA, Genova, Italy) were carried out for
identification of the cranial tibial artery of the left and right pelvic limbs of the sheep. The
scanning frequencies used were 18 MHz for the B mode and 8 MHz for the spectral Doppler
mode, and the apparatus was set up for a scan depth of 2 cm as the standard for the
examinations. To locate the cranial tibial artery, the linear transducer was positioned caudally
to the cranial tibial muscle, embedded between the lateral extensor digitorum muscles and the
third fibular muscle under the long fibular muscle. The transducer scans were performed with
minimal pressure (Aiken and Strickland, 2012; Miiller et al., 2017).

Next, the spectral pulsed Doppler mode was triggered to quantify the velocity of blood
flow within the vessel. The angle of insonation used was less than 60°, and the algorithm
packaged with the ultrasound equipment was used to calculate the velocities and Doppler
indices. A single mean value of five identical waveforms was obtained for each measure of
the peak systolic velocity (VP), end-diastolic velocity (EDV), resistivity index (RI), and
pulsatility index (PI) (Raisis et al., 2000). The examinations were performed until the 30th
experimental day and always by the same operator in order to reduce variations.

GraphPad Instat® software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used for
evaluating repeated measures within each group by analysis of variance, and subsequently, for

comparisons between the groups by Student’s #-test. The level of significance was 5%.
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3. Results

In the present study, the mean rumen pH of the TG sheep was significantly lower than
that of the CG sheep. This indicated that SARA had been successfully induced in the TG
animals.

Upon physical examination, the sheeps from TG did not display obvious signs of
discomfort in the pelvic limbs. The heart rate differed between the groups on days 5, 6, and 8—
18 as well as on days 20-24, 26, 28, and 30 after the introduction of carbohydrate into the diet
(Fig. 1A). On all days when a significant difference (P < 0.05) was found, the mean heart rate
of the TG sheep (80.9 £ 7.7 bpm) was higher than that of the CG animals (60.2 £+ 3.3 bpm).

In the Doppler ultrasonographic results, there were no significant differences in the mean
VP values between the two sheep groups. The mean EDV values of the TG sheep (0.10 +
0.04) were significantly higher on days 10, 11, 12, 13, 22, 23, and 27 after SARA induction
compared with those of the CG ewes (11 = 0.07) (Fig. 1B).

The mean PI and RI values of the sheeps from TG (2.19 £ 0.21 and 0.76 = 0.01,
respectively) were significantly lower than those of the control animals (3.01 + 0.30 and 0.81
+ 0.02, respectively). For the PI variable, the days with significant differences between the
groups were on days 6, 7, 9, 10—14, 17-29 after SARA induction. Those for the RI variable
were on days 7, 10, 11, 18, and 22-28 after SARA induction (Fig. 1C and D). Fig. 2 shows
representative images of the triplex-mode Doppler ultrasonography of the cranial tibial artery

of the left and right pelvic limbs of animals in both groups.

4. Discussion
In this study, the dynamics of cranial tibial arterial blood flow in sheeps with

experimentally induced SARA was studied. The sheeps in which SARA was induced through
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a diet of 80% of concentrate feed and 20% of bulk on a DM basis presented lower values of
the indices that reflect vascular resistance (PI and RI) and an increase in the flow velocity
(EDV) relative to the values in the control animals at the same examination periods.

The clinical manifestations of laminitis include intense pain, different degrees of
claudication, reluctance to move and to support the affected limb, kyphosis, an increased hull
temperature, and an increased arterial pulse. Ulcers of the soles, deformities in the hull, an
increase in temperature in the wall of the hull, and a change of sole color are also observed
(Nocek, 1997; Jackson and Cockcroft, 2002). Although there were no evident manifestations
of lameness in the pelvic limbs of the studied sheeps, changes in the blood flow of the cranial
tibial artery and increases in the heart rate were observed.

Although the increase in heart rate in the sheeps with SARA did not exceed the
physiological limits for the species (60—120 bpm) (Terra and Reynolds, 2015), the rates did
remain above those of the control group throughout the period of high carbohydrate intake
from the diet. An elevated heart rate can be attributed to pain, stress, excitement, fever,
metabolic and inflammatory disorders, hypovolemia, and endotoxemia (Terra and Reynolds,
2015). As the highest heart rate was observed in the period of higher carbohydrate supply in
the animals with SARA, a probable inflammatory, metabolic, or endotoxemic process is
suggested as the cause, since SARA triggers these disorders (Nocek, 1997; Krause and
Oetzel, 2006).

Changes in the arterial blood flow velocities are a reflection of the hemodynamic changes
of the vessels studied. High blood flow velocities indicate enlargements of the peripheral
vessels and increased blood flow (Wongaumnuaykul et al., 2006). In the present study, there
was no significant difference in the VP variable between the TG and CG. However, the EDV

parameter increased when the diet reached the highest percentage of carbohydrate.
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The EDV variable is used to evaluate vascular resistance (Carvalho et al., 2008). When
vasoconstriction occurs, the EDV decreases in response to the increased blood flow
resistance. An increase in the EDV is indicative of vasodilation; that is, impedance to the
reduction in blood flow (Coley, 2004). Such a finding may suggest the presence of
vasodilation after the provision of 80% of carbohydrate in the diet.

The RI and PI, which allow comparison of the flow during systole and diastole, are the
most used hemodynamic indices in studies of the peripheral vessels and arterial segment. The
RI is the proportion of the difference between VP and EDV to the VP [RI = (VP — EDV)/VP],
and PI is the proportion of the difference between VP and EDV to the mean velocity [(PI =
VP — EDV/VM)] (Carvalho, 2009).

In the present study, the PI and RI of the cranial tibial artery were decreased in the animal
from TG, precisely in the period of higher percentage of carbohydrate supply in the diet.
Moreover, there was an increase in the EDV, suggesting arterial vasodilation (Coley, 2004),
because promoted a decrease in vascular resistance and an increase in systolic flow (Carvalho,
2009). A reduction in vascular resistance increases the arterial diameter, and consequently
increases the blood flow in that vessel (Cipone et al., 1997). Therefore, an increased EDV
value corresponds to increased blood flow and reduced resistivity and pulsatility rates (Riesen
et al., 2002), suggesting that perfusion has increased.

During inflammation, there is a release of vasoactive molecules, such as histamine,
prostaglandins (PGE2), and prostacyclins (PGIl), which cause muscle relaxation and
vasodilation (Plaizer et al., 2012; Tizard, 2017). The systemic inflammatory response is due
to the increase in LPS and bacterial translocation into the peripheral circulation (Gozho et al.,
2005). Studies have shown that SARA increases the concentrations of LPS in the ruminal

fluid and inflammatory markers in the blood, mainly acute phase proteins (Gozho et al., 2006;
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Khapfipour et al., 2009) and histamine (Nagaraja and Titgemeyer, 2007). Although not
causing evident laminitis, endotoxemia may predispose to laminar tissue damage due to the
systemic inflammatory mediators (Tadros et al., 2013) induced by SARA.

Pawson et al. (2002) evaluated the femoral artery of sheeps following the administration
of a vasoconstricting drug (phenylephrine), whereupon a significant increase in the PI was
observed. With the administration of a vasodilator (bradykinin), there was a decrease in the
PI. Wongaumnuaykul et al. (2006), who performed Doppler ultrasonography in the medial
digital artery of horses with laminitis, observed a higher blood flow velocity, arterial
diameter, and volume of flow, and lower PI and RI values, than those of healthy animals. This
suggested that the blood flow velocity and PI and RI can be used to monitor the progression
of inflammatory diseases.

A study of 113 human patients with transplanted kidneys has suggested that it is necessary
to combine the VP, EDV, and RI results to obtain information regarding hemodynamic
insufficiency (Gao et al., 2011). On the other hand, a study performed with horses affected
with induced laminitis showed an increase in the VP of the medial palmar artery, in addition
to an increase in the temperature of the hull wall. The authors concluded that the increased VP
associated with the increased hull temperature and claudication would be an indicator of the
onset of the inflammatory process in the hull blades (Douthit et al., 2014). However, the
sheep of our present study did not experience VP changes or show pain, lameness, or
temperature increase in the wall of the hull of the pelvic limbs studied. However, they did
present significant changes in the PI, RI, and EDV, suggesting that the measurement of these
other parameters is also important for determining the occurrence of phenomena in the

vascular architecture.
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With regard to the PI and RI, the findings of this study of sheeps with experimentally
induced SARA corroborate those of a Doppler ultrasonographic study of the medial digital
artery in horses with laminitis, which also presented lower indices than those in the healthy
animals (Wongaumnuaykul et al., 2006). Using Doppler ultrasonography, Aguirre et al.
(2013) evaluated changes in the vascular dynamics of the lateral digital palmar artery of
horses with systemic inflammatory response syndrome, horses with laminitis with evident
radiographic changes, and healthy horses. Unlike the present study, those authors reported no
significant differences in the RI and PI values between the groups.

In the present study, the animals with changes in ultrasound Doppler indices had not
previously shown pain, an increased digital pulse, and increased temperature of the hull wall
of the pelvic limbs. These suggest that the alterations found may be the results of SARA,
where there is a probability of triggering laminitis in sheep. Therefore, Doppler
ultrasonography may be a useful tool for predicting and identifying peripheral vascular
changes in the limbs caused by inflammation, a previously evident clinical manifestation of
laminitis. However, more study is needed regarding vascular alterations in sheeps, since the

literature on this subject is still scarce.

5. Conclusion

It was concluded that Doppler ultrasonography was effective in monitoring the dynamics
of cranial tibial arterial blood flow in sheeps with experimentally induced SARA. It was
possible to follow the progression of the effects of SARA in the cranial tibial artery through
measurement of the EDV, PI, and RI parameters, the results of which suggested the

occurrence of vasodilation during the periods of higher carbohydrate consumption by the
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sheep. These changes in Doppler indices suggest that an inflammatory process is triggered by

SARA that may predispose the ruminant to laminitis.
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Fig. 1. Graphical representation of mean + standard deviation of heart rate (HR), end-diastolic velocity
(EDV), resistivity index (RI), and pulsatility index (PI) in the treatment (TG) and control
(CG) groups (B: diet with only bulk grass/hay; 1 to 7: gradual daily inclusion of 10%
concentrate feed to the diet on a dry matter (DM) basis; 8 to 30: diet with 80% concentrate
feed and 20% bulk on a DM basis). (UNESP - Jaboticabal, 2019). * P < 0.05.
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Fig. 2. (A) Triplex-mode Doppler image of the cranial tibial artery of the left pelvic limb from ewe of
the control group (CG). (B) Triplex-mode Doppler image of the cranial tibial artery of right
pelvic limb from ewe of the treated group (TG) on the 18th experimental day (diet with 80%
concentrate feed and 20% bulk on a dry matter basis). (UNESP - Jaboticabal, 2019)



