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RESUMO

Na pecuéria leiteira, os animais destinados a producao estéo sujeitos a significativas
alteracbes metabolicas, que comprometem seu bem-estar e, por conseguinte,
afetam sua capacidade de producdo e saude, chegando mesmo a leva-los ao
descarte. Tais alteracdes podem resultar na ocorréncia de lesbes podais, entre as
quais a laminite € a principal causa de claudicacdo na espécie bovina. Sinal clinico
de ocorréncia de doencas no casco, a claudicacdo tem efeitos diretos na producéo
de leite, afeta os indices reprodutivos e zootécnicos, e gera extensas perdas
econdmicas. Levando-se em consideracao que a utilizacao de alguns microminerais,
entre eles o zinco, podem atuar beneficamente na formacdo da sola do casco em
bovinos enfermos, tornando-os menos susceptiveis a essas lesbes, emerge 0
interesse de questionar a relacdo entre os distintos graus de claudicacdo de vacas
leiteiras, e os respectivos perfis oxidativos desses animais. O objetivo deste estudo é
avaliar os parametros de estresse oxidativo em diferentes escores de claudicacéo de
vacas leiteiras, que apresentam laminite. Tomam-se como amostras 56 vacas
holandesas, sendo 28 de uma fazenda de Cachoeira do Sul/RS, e 28 de uma
fazenda de Santo Augusto/RS. Desses animais foram coletadas amostras de
sangue para avaliar os teores de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
a atividade das enzimas superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPXx),
a contagem total de leucécitos, os teores plasmaticos de fibrinogénio. Os animais
foram selecionados e estratificados de acordo com o grau de claudicacdo. Os
achados do estudo demonstram que ndo houve diferenca estatistica significativa
(P<0,05) entre os grupos estratificados (G1, G2, G3 e G4) com relacdo ao
malondialdeido (MDA), porém apresentando uma atividade no G3, ainda que
discreta, SOD, fibrinogénio, e leucdcitos totais.
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ABSTRACT

In dairy farming, animals for the production are subject to significant metabolic
changes that compromise their well-being and, therefore, affect its production
capacity and health, and even take them to discard. Such changes may result in the
occurrence of foot lesions, including laminitis is the major cause of lameness in
cattle. Clinical sign of disease occurrence in the hull, the lameness has direct effects
on milk production, affects the reproductive and productive indexes, and generates
large economic losses. Taking into consideration that the use of some trace minerals,
including zinc, can beneficially in the formation of the sole of the hoof in sick cattle,
making them less susceptible to these injuries, the interest emerges to question the
relationship between different degrees of lameness in dairy cows, and their oxidative
profiles of these animals. The aim of this study is to evaluate the parameters of
oxidative stress in different scores of lameness in dairy cows that have laminitis. Are
taken as samples 56 Holstein cows, 28 of a farm of Cachoeira do Sul/RS, and 28 of
a farm of Santo Augusto/RS. These animals, blood samples were collected to
measure the levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), the activity of
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), the total leukocyte
count, plasma fibrinogen levels. The animals were selected and stratified according
to lameness. The study findings show that there was no statistically significant
difference (P<0,05) between the laminated groups (G1, G2, G3 and G4) with respect
to malondialdehyde (MDA), but presenting an activity in G3, albeit discreet, SOD,
fibrinogen, and total leukocytes.

Keywords: Dairy cows. Oxidative stress. Claudication.

1 INTRODUCAO

A intensificacdo do sistema produtivo, e o direcionamento da atividade
pecuaria, focado na producdo, acabam por resultar em significativas alteracfes
metabdlicas em animais de alta produtividade. No entanto, os programas de
producdo nem sempre levam em consideracdo o bem-estar e a saide dos animais,
especialmente no que se refere ao sistema locomotor.

O diagnostico de bem-estar compreende a observagdo do comportamento e
estado de saude geral do animal, e de indicadores fisiol6gicos e sanitarios, como
analise hematoldgica, dosagem de horménios, e analise do escore de locomocéao
(BOND et al., 2012).

Entre as causas de descarte involuntario em vacas de leite, as lesdes podais
representam cerca de 10%. Atrelado a isso, a falta de pesquisa acerca de novos

tratamentos, e medidas de controle que visem minimizar a ocorréncia das afeccdes
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podais, e a intensificacdo do manejo, aumentam, paulatinamente, os custos de
producdo em rebanhos leiteiros (FERREIRA et al., 2005; CANESIN, 2008).

A laminite é considerada, atualmente, a principal causa de claudicacdo na
espécie bovina, estimando-se que mais de 60% das lesdes podais em bovinos
podem estar associadas a ela (MARTINS, 2008).

A claudicacdes tem efeitos diretos na producgéo de leite, decorrendo na perda
aproximada de 20% da lactacdo, nos casos mais acentuados, além de exercer
efeitos sobre a manifestacdo do cio e, por conseguinte, na reproducdo dos animais
(FERREIRA, 2004).

Nos animais, as lesdes de cascos podem estar associadas ao estresse
oxidativo, jA que os danos induzidos pelos radicais livres podem afetar os tecidos,
por conta de uma acdo mais intensa da peroxidacédo lipidica, acelerando reacdes
prejudiciais as células (POSSENTI, 2013).

Essas proposicbes suscitam, dessa forma, o seguinte problema a ser
investigado: os diferentes niveis de estresse oxidativo observados na fisiologia de
bovinos estdo associados aos diferentes graus de claudicacdo nas vacas leiteiras?

Em vista de tal questionamento, este trabalho tem como objetivo geral avaliar
0s parametros de estresse oxidativo em diferentes escores de claudicacéo de vacas
leiteiras, que apresentam laminite. Considera-se a situacdo hipotética de que a
maior producdo de estresse oxidativo esta relacionada com os maiores niveis de

claudicacdo em vacas leiteiras.

2 FUNDAMENTA(}AO TEORICA
2.1 Laminites e claudicacao

As afeccOes dos cascos constituem-se um sério problema para os bovinos,
causando significativa diminuicdo do desempenho animal e grandes perdas
econbmicas para os produtores. Bovinos acometidos por problemas nos cascos
diminuem significativamente a producdo de leite, perdem peso, apresentam
dificuldade de demonstrar cio e ainda, possuem a sua longevidade comprometida
acarretando prejuizos que corroem a lucratividade e a viabilidade da atividade
(DIAS, 2003).
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A laminite € um distlrbio na microcirculacdo digital, que pode resultar em
isquemia e degeneracdo das laminas dérmicas (CANESIN et al., 2008). Trata-se de
uma inflamacdo das laminas do corio, que leva a um desequilibrio da funcéo
derme/epiderme, e a uma ma-formacéo da camada cornea (FERREIRA et al., 2005).

Suas causas sédo de origem multifatorial, @ muito comumente associadas a
fatores nutricionais (CANESIN et al., 2008; LEAN et al., 2013).

As consequéncias desse processo incluem hemorragias na sola, taldo e linha
branca, alteracdes de cor dos apéndices corneos, lesbes da linha branca, Ulceras de
sola e de pinga, aparecimento de sola dupla, fissuras da muralha e erosdes do taldao
(FERREIRA et al., 2005).

Além das causas nutricionais, outros fatores podem ser associados a sua
ocorréncia, entre 0s quais incluem-se as adaptacdes comportamentais ao estresse
térmico, que resultam na reducdo do tempo em repouso dos animais, e a aumentos
nas taxas de ectoparasitas (moscas do chifre), que também diminui o tempo de
repouso dos bovinos (COOK et al., 2007).

As laminites sdo classificadas como aguda e subaguda, quando representam
inflamacdes assépticas do corion, associadas a um ingurgitamento das veias
digitais, e a um quadro de dilatacdo das anastomoses arteriovenosas da
extremidade distal do membro. Nesses casos sdo perceptiveis sinais clinicos, como
a claudicacao ligeira e desconforto nos casos subagudos, ou a incapacidade de
apoiar os digitos, nos casos de maior gravidade (LEAN et al., 2013).

A laminite subclinica ndo proporciona sinais clinicos ou altera¢gdes evidentes,
sendo diagnosticavel somente ap0s o aparecimento de sequelas. Entre estas pode-
se relacionar as deficiéncias na qualidade do tecido corneo, Ulceras e hemorragias
na sola e linha branca (LEAN et al., 2013).

As laminites atuam como fator causal de claudicagdo em bovinos (ESPEJO et
al., 2006; SOUZA et al., 2006; COOK et al., 2007). As laminites constituem um
problema emergente em rebanhos leiteiros de todo o mundo, e sua ocorréncia gera
extensas perdas econ6micas com a atividade de producdo de leite (SOUZA et al.,
2006).

Os custos com mangueira por conta de vacas claudicantes aumentam de
forma significativa (COOK et al., 2002; SOUZA et al., 2006), e suas altas taxas de
prevaléncia e incidéncia, especialmente em animais confinados, requerem medidas

eficazes de tratamento e controle para minimizar as perdas da producao de leite, a
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queda dos indices reprodutivos e zootécnicos, 0os descartes prematuros e a morte de
animais (MULLING et al., 2006; CANESIN et al., 2008).

A claudicacdo € um sinal clinico da ocorréncia de doencas no casco de
bovinos, e demonstra que o animal afetado por alguma lesé@o podal distribui o peso
corporal de maneira desigual, entre os quatro membros, causando um desequilibrio
locomotor, e sobrecarga nos membros menos afetados (BOND et al., 2012). Além
disso, a claudicacao esta significativamente associada a outros problemas de saude
do gado leiteiro, como a mastite, que pode decorrer do contato da glandula mamaria
dos animais com o solo infectado por material fecal (PETERS, 2012; BELL, 2014).

Outros estudos apontam, ainda, a associacdo entre a claudicacéo e perdas
na funcdo reprodutiva, imunossupressao, metrite e perda da condi¢cdo corporal
(SOUZA et al., 2006).

Nos ultimos 50 anos o controle das mastites tem sido alvo de grande
preocupacado e investimentos, por parte da industria leiteira, em grande contraste
com a atencdo dada a prevencao de claudica¢cdes (ARCHER et al., 2010; HUXLEY,
2012; BICALHO & OIKONOMOU, 2013). Mesmo em paises desenvolvidos, como a
Holanda, embora os produtores de leite valorizem o bem-estar dos animais, ndo o
consideram como relacionado & melhoria da saude podal e a claudicagdo, motivo
pelo qual ndo tem sido possivel eliminar as claudicacdes das exploracdes leiteiras.

No entanto, este panorama comeca a modificar, pois as claudicacdes ja sédo
largamente reconhecidas como uma das principais preocupacfes deste setor, em
todo o mundo (ITO et al., 2010).

2.2 Estresse oxidativo

As lesdes de cascos podem também estar associadas ao estresse oxidativo.
O estresse oxidativo é definido como o excesso de formagdo e/ou remocao
insuficiente de moléculas reativas, tais como: espécies reativas de oxigénio (EROS)
e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) (SIES, 1993; TURKO et al., 2001). Durante
a reducdo do oxigénio molecular, EROS sédo formados e existe a necessidade
permanente de inativar estes radicais livres. Os danos induzidos por esses podem
afetar muitas moléculas bioldgicas, incluindo o DNA, o RNA, os lipidios, as proteinas
e os carboidratos (BIANCHI & ANTUNES, 1999).
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As EROS incluem radicais livres, como: superoxido (O2’), hidroxil (OH), peroxil
(RO2), hidroperoxil (HROz2), assim como espécies nao radicalares, que apesar de
nao possuirem elétrons desemparelhados sdo muito instaveis, como por exemplo:
peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HOCL). As ERNS incluem
radicais livres que incluem o éxido nitrico (ON) e diéxido de nitrogénio (NOz2), assim
como espécies nédo radicalares, por exemplo: peroxinitrito (ONOO), 6xido nitroso
(HNO2) e peroxinitrato (RONOO) (TURKO et al., 2001; EVANS et al., 2002).

A remocéo dos radicais livres do organismo ocorre a partir de mecanismos de
defesa enzimaticos e ndo enzimaticos. O conjunto enzimatico inclui a SOD, a
catalase, a GPx e a glutationa redutase (GSH). Os processos ndo enzimaticos
incluem a glutationa tripeptideo e as vitaminas A, C e E (SIES, 1997). A auséncia ou
falha na defesa antioxidante permite uma acdo mais intensa da peroxidacao lipidica,
podendo acelerar suas reacdes prejudiciais a célula (POSSENTI, 2013).

O papel do estresse oxidativo no desenvolvimento de condi¢ces patologicas
crbnicas em varias espécies animais tem sido investigada exaustivamente. O
estresse oxidativo tem sido envolvido em varias patologias, incluindo condicbes que
séo relevantes na producéo animal e bem-estar do individuo (AL-QUDAH & ISMAIL,
2012).

Assim, doencas comuns, tais como broncopneumonia em bezerros (AL-
QUDAH, 2009), intoxicacdo por nitrito em bovinos (AL-QUDAH, 2010), obstrucéo
das vias respiratérias recorrentes em equinos (DEATON et al., 2005), pneumonia e
septicemia em suinos (BASU & ERIKSSON, 2001; LAURITZEN et al., 2003), tem
demonstrado alteracédo do equilibrio redox.

Estudo conduzido por Al-Qudah & Ismael (2012) indica que o sistema de
defesa antioxidante esta comprometido, em vacas que apresentam claudicacao,
evidenciado pelo aumento no plasma da concentracdo de TBARS, e uma reducéo
significativa nos niveis da glutationa reduzida, além da diminuicdo da atividade da
SOD. Estes resultados fornecem uma forte evidéncia para o potencial papel do perfil
oxidativo na patogénese da claudicagdo em bovinos. Uma forte associacdo foi
encontrada entre a biotina e seu antioxidante, perfis oxidantes em vacas com
distarbios no casco.

Para proteger-se do estresse oxidativo a célula possui um sistema de defesa
gue pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente

antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida pelas enzimas GSH, SOD,
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catalase, GPx e pela vitamina E (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

As enzimas antioxidantes, catalase e SOD, constituem um importante sistema
de defesa no combate as EROS in vivo. Apesar de quase todos 0s organismos
possuirem defesa antioxidante e sistemas de reparo que sao designados a protegé-
los dos danos oxidativos, esses sistemas, muitas vezes, sdo insuficientes para
prevenirem tal dano por si s6 (MADAHAVI & SALUNKHE, 1995), necessitando de
substancias que forcem suas atividades.

A peroxidacdo lipidica inicia quando as EROS atacam ligacdes duplas ou
triplas de &cidos graxo poliinsaturado alterando sua conformacdo quimica inicial,
estas reacOes apds iniciarem se autoperpetuam. Como consequéncia tem
alteracdes na coesdao, fluidez, permeabilidade e funcdes metabdlicas das células
(CHIHUAILAF et al., 2002).

O figado é um importante sitio de produgéo e armazenamento de substancias
antioxidantes, entre elas a glutationa. AlteracBes hepéticas que levam a uma
diminuicdo da producdo ou exaustdo da glutationa promovem um aumento da
peroxidacao lipidica e consequentemente dano ao tecido hepatico (NICOLA, 1996;
VENDEMIALE, 2001; CZUCZEJKO et al., 2003).

Fornecer evidéncia sélida da relacdo de causalidade entre o aumento do
estresse oxidativo e alteracdes fisiopatoldgicas que ocorrem durante o curso das
causas mais comuns de claudicacdo em gado leiteiro, e, portanto, encontrar um
regime de tratamento potencial ndo foi investigado anteriormente (AL-QUDAH &
ISMAIL, 2012).

Nesse contexto, o Zn atua diretamente na estrutura da SOD, além de ser um
potente estabilizador das membranas celulares, de proteinas estruturais e da
sinalizacao celular (CLARKSON e THOMPSON, 2000). No entanto, apesar do Zn
estar atrelado a qualidade do casco, ndo ha na literatura trabalhos relacionados a
suplementacdo com Zn por via parenteral e ocorréncia de lesdes podais.

As proposicOes até entdo encontradas justificam, portanto, a busca por
evidéncias de uma solida relacdo de causalidade entre o aumento do estresse
oxidativo e as causas mais comuns de claudicacdo em gado leiteiro, possibilitando,
assim, encontrar um regime de tratamento potencial, ainda nao investigado (AL-
QUDAH & ISMAIL, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 56 vacas leiteiras da ragca Holandesa, sendo 28 de uma
propriedade leiteira localizada no municipio de Santo Augusto, e 28 de uma
propriedade localizada em Cachoeira do Sul, ambos no estado do Rio Grande do
Sul.

Todos os animais envolvidos no estudo recebem alimentacdo a base de
silagem de milho, concentrado a base de soja e milho, pastagem cultivada de aveia
e azevém, e agua ad libitum.

Os animais foram selecionados e estratificados de acordo com o grau de
claudicacdo, segundo método descrito por Sprecher et al. (1997), e avaliados
clinicamente para a ocorréncia de outras enfermidades. A avaliacdo do grau de
claudicacéo foi determinada apenas em um momento experimental.

Foi colhida uma amostra de sangue através de venopuncao da veia coccigea
média, por sistema vacutainer, e separada em trés tubos, sendo dois heparinizados,
e um tubo contendo EDTA, para a realizacdo da contagem total e diferencial de
leucdcitos, de acordo com a técnica descrita por Schons e Fan (1971). Realizou-se,
também, a avaliacdo do fibrinogénio dos animais, visando descartar processos
inflamatorios secundarios (JAIN,1993).

Os testes estatisticos foram realizados com ajuda do software GraphPad
Prism, versdo 5.01, utilizado também para a confec¢édo dos graficos. Foi realizado o
teste normalidade (Kolmogorov-Smirnov) em todos os dados obtidos, verificando
que as variaveis malondialdeido (MDA), glutationa peroxidase, fibrinogénio e
leucécitos totais apresentaram distribuicdo gaussiana, sendo os dados submetidos a
ANOVA, seguida do teste de Tukey. Os dados nao paramétricos como superoxido
dismutase foram submetidos ao teste de Kruskal-Waliis. Também foram realizados
testes de correlagdo de Pearson e Spearman, para dados paramétricos e nao-
paramétricos, respectivamente. Os dados foram considerados significativamente
diferentes, com uma probabilidade (P) menor que 5%.

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com
animais n°: 004/2014.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em cavalos atletas, o estresse oxidativo, decorrente de uma atividade fisica,
leva a peroxidacéo lipidica de membranas celulares, além de danos protéicos e em
acidos nucléicos, e um dos produtos finais desta reacdo é o malondialdeido (MDA),
a glutationa reduzida (GSH), considerada um antioxidante multifuncional, esti
presente no plasma e principalmente nas hemacias, e tem importancia pelo fato de
ser um dos indices da capacidade total antioxidante do corpo apds um estresse
oxidativo.

Observou-se que o MDA teve um valor significativamente menor em animais
sem treinamento fisico, mas houve uma aparente tendéncia a maiores valores em
animais com seis meses de treinamento, no qual o sistema antioxidante esta em
fase de adaptacdo ao treinamento fisico constante e suas consequentes injurias,
concluindo que a atividade fisica acarreta danos celulares frente ao estresse
oxidativo, mas o sistema antioxidante tem papel fundamental nesta homeostasia
observando uma adaptacéo as injurias causadas pelos radicais livres (FERNANDES
et al., 2012), corroborando ao encontrado neste estudo, onde na comparacao entre
grupos de vacas apresentando algum grau de claudicacdo, somente foi observada
diferenca significativa na atividade da glutationa peroxidase dos grupos G3 e G4,
comparada aos demais grupos.

Nesses grupos (G3 e G4) ha um visivel aumento na glutationa peroxidase, o
que poderia indicar maior atividade enziméatica da glutationa peroxidase na
conversao do peréxido de hidrogénio em agua, e, de forma indireta, mudancas nas
defesas antioxidantes devido a um aumento na producao de radicais livres.

Entretanto, ndo foram constatadas correlacbes entre as variaveis testadas,
uma vez que nao foi observada diferenca significativa entre as mesmas (P se
apresentou maior do que 0,05, além dos valores de r serem proximos de 0,00).
Assim, em nenhum caso se observou relagao positiva ou negativa entre os dados,
levando a acreditar em uma adaptacdao do sistema antioxidante as lesbes

frequentes.
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CONCLUSAO

As concentracoes de MDA e GPx foram ligeiramente maiores em animais
apresentando um escore de claudicacdo mais evidente (G3 e G4), porém MDA nao
representa ser um biomarcador especifico e GPx mostra-se com maior resposta
quando existe um estimulo de protecdo antioxidante concluindo que a atividade
fisica acarreta danos celulares frente ao estresse oxidativo, mas o0 sistema
antioxidante tem papel fundamental nesta homeostasia observando uma adaptacao

as injarias causadas pelos radicais livres.
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