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Resumo

BARBOSA, Antonio Amaral. Afec¢cdes podais em bovinos: diagnostico, profilaxia
e patogenia. 2019. 99f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pés-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Claudicacao € um problema recorrente e causador de grandes prejuizos na pecuaria.
Atualmente os conhecimentos sobre mecanismos que desencadeiam as doencas
podais, assim como formas eficientes de controle e profilaxia sdo escassos. Com isso,
0 objetivo desta tese foi aprofundar o conhecimento sob algumas formas de controle
de claudicacao, tornar o principal método profilatico sustentavel e econémico, assim
como compreender melhor os mecanimos metabdlicos que levam ao quadro de
laminite, para tal foram realizados 5 experimentos in vivo, aprovados pelo Comité de
Etica de Experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas. O primeiro foi
uma patente onde foi possivel fazer a reutilizacéo das solucdes de pedilavios de forma
sustentavel e econémica, possibilitando assim uma forma de aumentar a lucratividade
dos sistemas pecuarios e diminuir as chances de contaminacao ambiental através dos
residuos desses manejos. O segundo concluiu que ha uma correlacao negativa entre
0 escore de condicéo corporal (ECC) e o escore de locomocao (EL) em vacas da raca
Holandes submetidas ao regime alimentar semi-extensivo, tornando tal método uma
forma eficaz de controle de claudicacdo durante todo periodo lactacional. O terceiro
foi um aprofundamento dos impactos do EL em vacas leiteiras e demonstrou que o EL
no pré-parto foi fundamental no que tange ao diagndstico populacional do problema
apresentando-se como ferramenta importante para a mensuracao de possiveis perdas
na lactacdo subsequente, tanto no ambito metabdlico quanto produtivo. O quarto
ilustrou informacgdes quanto ao pH ruminal e marcadores hemogasométricos de vacas
claudicantes de raga Holandés e, por fim, o quinto documento buscou compreender
melhor a relagdo de acidose ruminal e laminite através do desafio com
lipopolissacarideo exégeno, concluindo que tal desafio ndo foi capaz de gerar
alteracdes a nivel de tecido laminar podal compativeis com laminite, fazendo assim
com que os eventos fisioptaldgicos entre a acidose ruminal e laminite sejam mais
aprofundados.

Palavras-chave: profilaxia; inovagao; casco; laminite; escore de locomocao



Abstract

BARBOSA, Antdnio Amaral. Foot disorders in cattle: diagnosis, prophylaxis and
pathogenesis. 2019. 99f. Tese (Doctor degree in Sciences) - Programa de Pos-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Claudication is a recurrent problem and causes great losses in livestock. Currently, the
knowledge about mechanisms that can elucidate foot diseases as well as efficient
forms of control and prophylaxis are scarce. Thus, the aim of this document was to
deepen the knowledge under some forms of claudication control, to make the main
prophylactic method more sustainable and economical, even as to better understand
the metabolic mechanisms that lead to the laminitis, for that 5 in vivo experiments were
carried out, approved by the Animal Experimentation Ethics Committee of the Federal
University of Pelotas. The first was a patent where it was possible to reuse the foot
care solutions in a sustainable and economical way, thus enabling a way to increase
the profitability of livestock systems and decrease the chances of environmental
contamination through the residues of these managements. The second study found
that there is a negative correlation between the body condition score (BCS) and the
locomotion score (LS) in Holstein cows submitted to a semi-extensive breeding regime,
making these methods an effective way to control claudication during every lactation
period. The third study was an investigation of the impacts of LS on dairy cows, and
demonstrated that LS in prepartum was fundamental to the population diagnosis of the
problem and presented as an important tool for the measurement of possible losses in
subsequent lactation, both in the field metabolic and productive. The fourth work
illustrated important results regarding ruminal pH and hemogasometric parameters of
claudicating Holstein cows. Finally, the last paper sought to better understand the
relation of ruminal acidosis and laminitis through challenge with exogenous LPS,
concluding that these challenge was not able to generate alterations in the level of
laminar tissue compatible with laminitis.

Keywords: prophylaxis; innovation; hoof; laminitis; locomotion score
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1 Introducéo

Nesta tese serdo apresentados quatro artigos cientificos e uma patente
envolvendo claudicagdo em bovinos. Com base nesses trabalhos, sera possivel um
melhor entendimento das possiveis ocorréncias que fazem com que tanto vacas de
corte quanto de leite comecem a claudicar, contribuindo também com possiveis
melhorias na forma de usar algumas formas de profilaxia de doencas podais.

O uso do modelo animal variou nos diferentes estudos sendo que a vaca
leiteira foi estudada em trabalhos mais especificos onde as individualidades da
producao de leite poderiam influenciar. Ja o modelo bovino de corte foi utilizado por
possibilitar com maior facilidade o estudo post-mortem, além do referido trabalho ser
um estudo de base podendo assim a finalidade da espécie ter menos possibilidade de
influenciar os resultados.

Na Medicina Veterinaria ha um crescente avanco na busca de conhecimento
sobre afeccdes locomotoras em bovinos, tendo em vista o significativo aumento
dessas lesbes e os grandes prejuizos causados, principalmente em vacas leiteiras.
Aliado ao estado da arte com poucos avangos nos ultimos anos, a claudicacdo em
bovinos vem sendo muito estudada pelo grande impacto que tem causado e pelas
escassas informacgdes sobre o assunto.

A podologia bovina e equina sédo areas de estudo amplamente difundidas em
razdo da importancia da saude dos digitos (ou cascos) para estas espécies e do
elevado impacto econdémico negativo que as enfermidades podais causam ao
desempenho produtivo nestes animais (WARNICK et al., 2001; SHOPKE et al., 2013).

A prevaléncia de lesdes locomotoras € bastante variavel tendo em vista que
acredita-se que tais lesdes sao causadas pela triade ambiente, anatomia e alteracdes
sistémicas. Todavia pouco se sabe sobre o quanto cada item interfere, de fato, na
ocorréncia dessas lesbes (KNOTT et al., 2007). As perdas econdmicas delas
decorrentes sdo elevadas, tanto em fases precoces como nas fases mais avancadas

da vida produtiva dos bovinos.
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Esses problemas contribuem, portanto, com uma parcela significativa das
perdas econémicas, ndo somente pela diminuicdo da producéo de leite, mas também
por sua interferéncia negativa nos demais sistemas do organismo (ENTING et
al.,1997; FERREIRA, 2003).

A claudicacdo em bovinos representa a terceira maior causa de perda
econdmica na bovinocultura leiteira (GREENOUGH, 2007). Exemplificando a
magnitude destas perdas, vacas de aptiddo leiteira claudicantes apresentaram
reducdo na producdo de leite da ordem de 1,5kg/dia (WARNICK et al., 2001). Em
estudo mais recente, vacas com problemas de casco tiveram de 5 a 20% de reducao
na producao de leite em toda a lactacdo (MARTINS e MELO, 2012). Em levantamento
realizado na Inglaterra, o custo médio calculado da claudicacéo foi de £330/ animal e
nos Estados Unidos, calculo semelhante resultou no valor de $346/animal (BICALHO,
2011).

Ferreira (2003) estudando rebanho leiteiro confinado encontrou lesdes em
todos os animais examinados, sendo a maioria de baixa severidade, com a
prevaléncia de claudicacdo em torno de 29%. Isso mostra que, muitos desses casos,
apesar de ainda ndo apresentarem claudicacdo ja possuem lesdes podais.

A laminite € uma manifestacao clinica caracterizada pela inflamacéo asséptica
das laminas do casco, sendo a principal causa de claudicagcdo em bovinos. Essa
condicdo ndo possui uma etiopatogenia estabelecida, sendo seu desenvolvimento
comumente atribuido a causas multifatoriais como manejo alimentar, ambiente ou
como manifestacdo secundéria em decorréncia de outras enfermidades como a
acidose ruminal (NICOLETTI, 2004; BARBOSA et al. 2016). O aumento de volume
provocado pelo edema devido a inflamacdo das estruturas internas do casco
associado a rigidez da capsula cornea que impede a distensdo da estrutura geram
uma sensacao bastante dolorosa ao animal (BARBOSA, et al. 2016).

A laminite, por ser um processo iniciado a partir de um distarbio vascular tem
suas primeiras consequéncias demonstradas na derme ou cériom regido responsavel
pela nutricdo das demais estruturas do casco (LARSON et. al., 1956). Os disturbios
vasculares dificultam ou até mesmo impedem a irrigacdo adequada das células
epidermais o que pode ocasionar ao longo prazo a formacgéo de um tecido cornificado
de baixa qualidade (FERREIRA et al., 2005). Nutricionalmente, tanto o0 excesso,
quanto a deplecédo de macro e micronutrientes na dieta de bovinos pode predispor a

claudicacOes ou afetar a saude dos digitos (LEAN et al., 2013). A nutricdo € um fator
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determinante no processo de diferenciacdo das células epidermais (queratinizacao).
Nutrientes como lipideos, proteinas, macrominerais (calcio, fosforo, e enxofre),
microminerais (cobre, selénio, zinco e manganés) e vitaminas (biotina, vitamina E) séo
indispensaveis para a qualidade do casco que sera formado (LEAN et al., 2013).

Variagbes nas proporcdes de amido da dieta em bovinos de corte podem
promover danos ruminais, com efeitos nocivos sistémicos a outros tecidos inclusive
nos constituintes do digito, como o coxim digital, estando associados aos eventos
patolégicos ocorridos nos tecidos coriom e laminar. Essas mudancas estruturais no
casco podem predispor a claudicagéo e desenvolvimento de lesGes podais, gerando
perdas econdmicas (LEAN et al., 2013; BARBOSA et al., 2016).

Compreender a relacdo entre as dietas com alto gréo e a integridade da parede
do casco e a funcao de suporte oferecido pela almofada digital, através de alteracbes
anatdbmicas microscopicas pode ser relevante na manutencdo da saldde dos cascos
de bovinos de corte em confinamento sendo esse um dos objetivos de um trabalho
efetuado durante o periodo do doutorado.

Para Hendry et al. (1997), o esclarecimento da hierarquia dos elementos
envolvidos na fisiopatologia da laminite em bovinos dependera de estudos
longitudinais detalhados in vivo. Sendo assim, é de grande relevancia tentar
compreender a relacdo e ordem de acontecimentos dos eventos metabdlicos que
culminam com os sinais clinicos de enfermidades locomotoras.

O periodo de transicao da vaca leiteira, que compreende trés semanas pré e
trés pbs-parto, € caracterizado por importantes alteracdes enddcrinas, metabdlicas e
nutricionais que exigem do animal uma alta capacidade de adaptagdo (CHAPINAL et
al., 2012). Manter a saude e produtividade no periodo de transicdo € uma das tarefas
mais dificeis para rebanhos leiteiros, pois aproximadamente 75% das doencas em
vacas leiteiras acontecem no primeiro més apos o parto (LeBlanc et al., 2006).

Durante as ultimas semanas de gestacdo o animal diminui drasticamente a
ingestdo de matéria seca (IMS) como resposta fisiolégica aos mecanismos do parto,
podendo atingir niveis de até 30% especialmente na semana anterior ao parto
(CHAPINAL et al., 2012). Quando mecanismos de regulacdo do organismo sao
afetados, devido as falhas no manejo nutricional durante o pré-parto, aumenta a
prevaléncia das chamadas “doencas de produg¢ao”, entre as quais as lesdes podais
sao das mais frequentes (OETZEL e GOOF, 2008).
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Em vacas leiteiras, o periodo pré-parto € muitas vezes negligenciado pelos
produtores, tendo em vista que nesse momento o0 animal ndo esta produzindo leite,
porém esse periodo é de vital importancia para uma lactacdo subsequente de
exceléncia.

Avaliagbes visuais como escore de condicdo corporal (ECC) e escore de
locomocéo (EL), apesar de subjetivas podem ter grande impacto no monitoramento
dos reais problemas e impactos causados pela claudicacéo e assim auxiliar o produtor
a tomar medidas terapéuticas e profilaticas evitando maiores prejuizos.

O principal método profilatico utilizado atualmente séo os pedilavios, embora
cada vez mais sua utilizacdo vem sendo questionada, levando em conta a
ecossustentabilidade desde processo, visto que na grande maioria das vezes o0
descarte é feito no proprio campo, contaminando mananciais de locais onde o0s
animais bebem agua, causando assim uma possivel retrointoxicacdo especialmente
pelo cobre, principal principio ativo utilizado. Neste contexto foi elaborada a patente
gue visa evitar essa intoxicagcdo de uma maneira rentavel e sustentavel.

Diante dessa problematica, o avanco no conhecimento sobre claudicacdo em
bovinos aliado a formas praticas, eficazes e econdmicas de controlar e mensurar as
perdas por ela causados, concomitante a um melhor entendimento da forma com que
essas afeccBes acontecem, € de vital importancia para que se possa diminuir esses

prejuizos e avancar no estado da arte dessas doencas.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Aprofundar informacdes sobre afec¢cdes locomotoras em bovinos no que tange
a patogenia, diagnostico e profilaxia de tais enfermidades, fazendo com que esses

resultados tenham aplicacéo pratica, sustentavel e econémica pelo produtor.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a relacéo de Escore de Condicdo Corporal e Escore de Locomocdo em
vacas lactantes.

Demonstrar possiveis alteracbes metabdlicas de vacas claudicantes que
envolvem repercussdes a nivel de tecido podal, sérico e ruminal.

Tornar viavel, sustentavel e econdmico a utilizacdo de pedilavios para
propriedades rurais de diferentes tamanhos mediante a utilizagdo do REC-System.

Demonstrar a importancia do escore de locomoc¢édo no periodo seco e 0s
possiveis impactos da claudicacéo na lactacdo subsequente.

Demonstrar alteracdes metabdlicas ocorridas em animais com claudicacao

através de exames hemogasomeétricos.



3 Publicacdes

3.1 Deposito de patente

Sistema de recaptacao eletrolitica de cobre para sistemas pecuarios

Barbosa, A.A.; Pereira, R.A.; Corréa, M.N.; Daneluz, M.O.; Lucena, R.G.; Luersen,
T.; Rodrigues, M.G.

Depdsito de patente em 17/12/2015. Namero do registro: BR1020150317484, titulo:

"REC SYSTEM: Reciclador Eletrolitico de cobre para sistemas pecuarios”, Instituicao

de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Patente: Privilégio de
Inovacgao


http://lattes.cnpq.br/9102148663168870
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SISTEMA DE RECAPTACAO ELETROLITICA DE COBRE PARA SISTEMAS
PECUARIOS

RESUMO

A presente invencgéo descreve uma forma inovadora de reciclagem de produtos
quimicos utilizados em solugdes de pedilavio animal. Através deste processo é
possivel reduzir ou até mesmo eliminar a toxicidade destes produtos ao meio
ambiente e animal, além de permitir a reutilizacdo em outros manejos. Aliado a isso a
invencdo possui carater pratico e de baixo custo podendo ser aplicada em qualquer
propriedade rural. A inovacéo intitulada REC SYESTEM esta direcionada para o fato
de permitir a permanéncia da utilizacdo dos pedilivios de forma sustentavel e
econdmica, possibilitando a manutencdo de todos efeitos terapéuticos e profilaticos

que esse método possui.

SISTEMA DE RECAPTACAO ELETROLITICA DE COBRE PARA SISTEMAS
PECUARIOS

REINVINDICACOES

1. Reciclador eletrolitico de cobre e, possivelmente, de outras substancias
presentes em pedilivios pecuérios caracterizado por compreender um

processo de eletrodeposi¢cdo de metais através de corrente elétrica continua.

2. Apos eletrodeposicdo, o metal oxidado pode ser retirado das placas ocupando
um volume muito menor que a solucao, facilitando o seu destino para ser

reutilizado, tornando-se ainda uma fonte de renda extra para o produtor.

3. Processo de acordo com as reivindicagbes anteriores que possui carater
sustentavel, eliminando a possibilidade de contaminagcédo do meio ambiente e

dos animais;
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De acordo com a reivindicacdo 1 e 2 reutilizacéo do calcario ou sulfato de zinco,
substancias as quais, apesar de menos utilizadas, sédo principios usados

nesses procedimentos.

De acordo com a reivindicagdo 1 e 2 reciclagem de outros elementos em
solugcdo susceptiveis ao processo de eletrdlise e que também possam

contaminar o meio ambiente.

De acordo com a reivindicagdo 1 e 2 a utilizagdo do REC System para

pediluvios empregados para outras espécies.

Para transporte da corrente elétrica e deposicdo do cobre, foram utilizados dois
eletrodos de aco inoxidavel de cerca de 20 cm de comprimento e 5 cm de
largura e por eles foi conduzida uma corrente elétrica de 12 volts, inicialmente
com 10 amperes, aumentando gradativamente até 20 amperes. Durante cerca
de 2hs houve a significativa deposicdo de cobre sobre a placa, notando-se a
mudanca da turbidez e a passagem da coloracéo azul intensa para azul claro,
esverdeada;

De acordo com 1,2 e 8 a utilizacgdo do REC SYSTEM é uma forma de
manutencdo da utilizacdo dos pedildvios que é uma forma profilatico e
terapéutica de evitar ou diminuir dores nas patas desses animais, que, todavia
corre um risco iminente de ser proibida caso o meio ambiente siga sendo
contaminado. Sistema de reciclagem que pode ser utilizado de maneira fixa ou

movel.
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SISTEMA DE RECAPTACAO ELETROLITICA DE COBRE PARA SISTEMAS
PECUARIOS

RELATORIO DESCRITIVO

[001] SETOR TECNICO: Sessdo A — Necessidades Humanas. A0l —

Agricultura; Silvicultura; Pecuaria; Caca; Captura Em Armadilhas; Pesca; A01K -
Pecuéria; Tratamento de Aves, Peixes, Insetos; Piscicultura; Criacéo
ou Reproducédo deAnimais, Nao Incluidos em Outro Local; Novas

Criacdes De Animais. AO1K 29/00 -Outros aparelhos para pecuaria.

[002] ESTADO DA TECNICA: A criacio de bovinos ¢ a atividade mais

difundida mundialmente devido a sua utilidade histérica que atualmente garante ao
homem principalmente carne e leite. A eficiéncia de uma cadeia produtiva leiteira é
atribuida a uma relacdo de produtividade e custo, objetivando-se sempre maior
produtividade com menores custos. Ao analisar essa relacdo podemos destacar
alguns fatores relevantes como a nutricao, sistemas de manejo e afeccdes podais,
esta Ultima destacando-se entre os principais problemas da pecuaria leiteira devido a
alta prevaléncia e aos prejuizos produtivos e econbmicos que elas causam, com
perdas produtivas que podem chegar até 50% dependendo do escore de locomocao
do animal. As perdas econémicas se traduzem por queda na producéo de leite, perda
do escore corporal, problemas reprodutivos, descarte precoce de animais e custo de
reposicao. Diante disso, o pecuarista deve sempre primar por menor incidéncia de
afec¢cbes podais utilizando métodos de prevencao e tratamento dessas lesdes, como
0 casqueamento e o uso de pedilavios, tendo ambos fun¢des de remover 0s corpos
estranhos entre as unhas, limpar e desinfetar os cascos, além de fortalecer os tecidos
queratinizados.

[003] Os pediluvios sdo formados basicamente por agua e substancias quimicas
como sulfato de cobre, sulfato de zinco e formol em diferentes concentragdes, 0s quais
ao serem descartadas incorretamente contaminam o solo, atingindo o lencol freatico
e 0S campos podendo causar intoxicagdo nos animais atraves da agua contaminada,
ou mesmo comprometer culturas vegetais subsequentes. Nesse contexto, muitos

proprietarios rurais com o intuito de incrementar sua eficiéncia produtiva e
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implementar avancos em suas criagbes estdo lancando méao de manejos, tanto
sanitarios quanto reprodutivos, descritos como modernos e eficientes. Porém, devido
a falta de conhecimento e assisténcia técnica, corriqueiramente esses produtores
fazem uso equivocado dessas ferramentas, influenciando diretamente na
epidemiologia das infec¢bes que acometem os animais, causando grandes prejuizos
aos sistemas de criacdo. Dentre O pedilivio € uma ferramenta bastante difundida e
tem como funcdo atuar de forma preventiva e/ou curativa na saude dos cascos,
podendo conter solucbes a base de formol, sulfato de cobre, cloridato de poli-
hexametilenobiguanida e sulfato de zinco ou cal. Todavia, h4 uma grande dificuldade
com o descarte das solu¢Bes residuais dos pedilivios, que precisam ser trocados
frequentemente. Estas solu¢cdes possuem niveis elevados de compostos quimicos e
sdo geralmente descartadas diretamente no solo da fazenda, gerando um grande
problema ambiental, pois essa agua contamina o solo, contaminando os campos, 0s
quais sdo geralmente utilizados para alimentacdo dos animais e também atinge o
lencol freatico, contaminando a agua usada na hidratacdo dos préprios animais
tratados pelo pedilivio. Essa atitude leva os animais a quadros de intoxicacao,
podendo gerar acumulo de residuos quimicos tanto na carne quanto no leite.
Atualmente a forma mais correta de descarte existente é o armazenamento das
solucgdes residuais em barris, para posterior utilizacdo na fabricacdo de cimento para
construcbes civis. Entretanto essa metodologia necessita investimentos para
armazenamento, que muitas vezes as pequenas propriedades ndo tém condi¢cdes de
fazer. Além disso, em grande escala, a demanda elevada por mao-de-obra pode
comprometer a viabilidade deste processo.

[004] Relacionado a este tema, Daniel Silva Goulart, em 2011 j& conduziu um
estudo objetivando detectar no leite e no solo os residuos de produtos quimicos
empregados em pedilivio para bovinos, desenvolvendo o trabalho em duas etapas,
primeiramente avaliou-se o residuo de cobre e cloro no leite de vacas saudaveis apos
passagens sucessivas por pedilivios formulados com estas substancias e avaliou 0s
custos das solugbes. Os valores de cloretos totais e de cobre no leite de bovinos
saudaveis, apos passar pelo pediluvio, apresentaram variagées pequenas e que nao
representam riscos a saude humana. Na segunda etapa o pesquisador avaliou 0s
residuos de cobre em solo tratado com uma mistura de fezes e urina bovina,
simulando efluentes de esterqueira usadas na bovinocultura, contendo ou ndo solucao

de sulfato de cobre. Neste caso os residuos de cobre no solo tratado com dejetos de
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bovino, associado com sulfato de cobre e agua, sdo maiores em camadas mais
superficiais do solo, ndo apresentando alteracbes expressivas nas camadas mais
profundas apds chuvas consecutivas.

[005] Outro estudo de Dutra, A. J. B., et al (2007), objetivou recuperar o cobre
diluido em solu¢bes, todavia ndo estava associado com bovinos tdo menos com
pediluvios. Os pesquisadores utilizaram eletrodos porosos como carbono vitreo
reticulado ou feltro de carbono para a remocédo de metais de solucdes diluidas em
concentracdes inferiores a 1g/L no caso do cobre. Como a recuperacdo do metal
nestas condi¢cdes laboratoriais ocorreu em baixas quantidades, conclui-se que esse
método apesar de interessante, ndo consegue recuperar todas as substancias
guimicas utilizadas nas solucdes.

[006] Diante do exposto, fica clara a necessidade de se criar formas alternativas
para tratamento dos residuos gerados pelos pedilivios, principalmente o sulfato de
cobre, visto que sua retrointoxicacdo por despejo inadequado das solucdes dos
pedilavios pode acarretar em danos a saude dos animais irreversiveis, principalmente
no que tange ao sistema hepatico, podendo causar diminuicdo da capacidade de
metabolizacdo de qualquer substancia do organismo, além de, muitas vezes levar o
animal ao ébito.

[007] Portanto, o objetivo da presente invencao foi desenvolver um método para
a retirada das substancias quimicas (principalmente sulfato de cobre) do pedilavio
utilizado na bovinocultura, garantindo um descarte mais correto das solucdes, sem
contaminacdo do solo, lencéis freaticos e plantas. Nao ha até o momento nenhum
método de captura dessas substancias quimicas de pedilavios utilizados na
bovinocultura com eficaciae eficiéncia garantidas. Por isso, o sistema aqui proposto
apresenta um carater inovador no que tange a praticidade e baixo custo da inovacao,
necessitando apenas de eletricidade, eletrodos e outros poucos utensilios ja descritos
para a eletrodeposicdo de significativa quantidade de cobre da solucdo, podendo
servir para reciclar 100% desse material, permitindo sua eliminacéo correta além de
possibilitar a reutilizagdo desse produto pelos pecuaristas, tendo em vista que,
dependendo da amperagem utilizada no processo, o cobre depositado nas placas

pode ser reutilizado em solugdes posteriores de pediltvio.
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DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO E VANTAGENS

[008] Nao existe até entdo registro de invencdes com esse objetivo, tdo pouco
com algo que se aproxime desta ideia, portanto o principal diferencial esta no fato
desta invencdo prospectar a sustentabilidade ambiental e econdmica através da
captacdo de cobre de solugdes residuais de pedilavios, geralmente descartada no
ambiente em sistemas pecuarios. Apos a eletrodeposicdo, o cobre oxidado pode ser
retirado das placas ocupando um volume muito menor que a solucao, facilitando seu
destino para ser reutilizado tornando-se ainda uma fonte de renda para o pecuarista.

[009] Além da toxicidade ao animal, a poluicdo do meio ambiente podera impedir
a continuidade do uso de pediluvios futuramente, o que geraria elevados custos de
producdo em virtude das doencas decorrente do ndo uso. Portanto, o uso de
pediluvios associados ao REC System, permitird a continuidade na utilizacdo destas
metodologias profilaticas para afec¢des podais em bovinos. Utilizacdo segura dos
pedilavios, um método preventivo e profilatico de afeccbes podais, proporcionando
bem estar aos animais e reducéo de prejuizos ao produtor, sem causar contaminacao
ambiental. Por fim, pela facilidade de instalacdo e o baixo custo do REC System, ele
podera beneficiar tanto animais de grandes fazendas como de pequenas propriedades
(agricultura familiar), além de poder beneficiar ndo apenas bovinos, mas também pode

ser utilizadas em sistemas profilaticos semelhantes para outras espécies animais.

RELACAO DE FIGURAS

[010] Figura 1: Reator eletrolitico utilizado para eletrodeposi¢cdo do Sulfato de
Cobre a 3% antes (A) e depois (B) do processo de eletrodeposi¢céo, com a mudanca
da turbidez da solugéo

[011] Figura 2: llustrag&o do cobre oxidado depositado na placa, na cor
marrom, apos o processo da eletrodeposicéo (Figuras C e D)

[012] Figura 3. Desenho esquemético do processo de reabsorcédo cuprica da

solugao

DESCRICAO DO MODELO
[013] Para a montagem do REC System, foram necessarios 6 litros de agua,
1809 de sulfato de cobre a 25%, 2 eletrodos e corrente elétrica varidvel. Utilizou-se 6
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litros de agua e 180 g de Sulfato de Cobre a 25%, finalizando a solugdo a uma
concentracéo de 3%. Para transporte da corrente elétrica e deposicéo do cobre, foram
utilizados dois eletrodos de aco inoxidavel de cerca de 20 cm de comprimento e 5 cm
de largura e por eles foi conduzida uma corrente elétrica de 12 volts, inicialmente com
10 amperes, aumentando gradativamente até 20 amperes. Durante cerca de 2hs
houve a significativa deposicdo de cobre sobre a placa, notando-se a mudanca da
turbidez e a passagem da coloracdo azul intensa para azul claro, esverdeada, como
observado na Figura 1.

[014] Apds a eletrodeposicao, o cobre oxidado (figura 2) pode ser retirado das
placas ocupando um volume muito menor que a solugéo, facilitando o destino do
cobre, para ser reutilizado, tornando-se ainda uma fonte de renda extra para o
produtor.

[015] A eletrodeposicdo é um processo muito utilizado na industria para a
obtencdo de revestimentos metalicos que, em geral, sdo bastante aderentes.
Entretanto, existem casos onde ndo se consegue a aderéncia do revestimento
aplicado. Historicamente, os banhos de cobre alcalino a base de cianetos séo
utilizados com sucesso, mas nos ultimos anos, as industrias tém mostrado interesse
em substituir estes banhos.

[016] Uma revisdo detalhada mostrou que os trabalhos publicados referentes
aos novos banhos de cobre séo, na sua maioria, patentes, tendo pouca ou henhuma
abordagem focada nos mecanismos de deposi¢cao. Em eletrodeposicao, a deposicao
por deslocamento galvanico é altamente indesejavel, devendo ser evitada ao maximo,
existindo duas maneiras para isto: diminuir o potencial desequilibrio do metal mais
nobre, pois a medida que se subtrai a diferenca de nobreza (diferenca entre os
potenciais de equilibrio) dos dois metais em questao ocorre melhora na aderéncia do
depdsito obtido por deslocamento galvanico ou adotar a “entrada viva”, ou seja,
introduzir o catodo no banho, H20:2 ja conectado a fonte de corrente. Com isto a peca
ja entra no banho com o potencial de sua interfase abaixo do potencial de equilibrio
do metal menos nobre, evitando assim a sua corrosao.

[017] Em aproximadamente 2hs houve a significativa deposi¢ao de cobre sobre
a placa, sendo a reciclagem deste produto de aproximadamente 30%. A velocidade
de eletrodeposi¢éo pode ser aumentada com a elevacdo da amperagem, aliado a isso
0 aumento da eletrodeposicéo do cobre podera ser maior. A partir dai pode-se concluir

gue a presente invencao tem um carater de grande valia para a pecuaria no que se
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refere a salde dos animais, sendo possivel dar seguimento a utilizagdo dos pedilivios
proporcionando um menor indice de problemas podais diminuindo também todos
sinais algicos de desconforto que tais lesbes causariam, portanto proporcionando
maior bem estar aos mesmos, aliado a isso o risco de intoxicagao cuprica fica extinto.
Outro ponto positivo do REC system seria a praticidade, podendo ser implementado
em qualquer propriedade pelo seu baixo custo. Por fim, a economia seria grande
vislumbrando a possibilidade de reciclagem desse material e reutilizacdo em solucdes
posteriores. A figura 3 representa o desenho esquematico de todo o processo de

recaptacao do cobre a partir da solugédo do pedilavio.

EXEMPLO:

[018] Para a comprovacgdo dos beneficios da presente invencéo, foi realizado
um experimento em escala utilizando-se 6 litros de 4gua e 180 g de Sulfato de Cobre
a 25%, finalizando a solucdo a uma concentracdo de 3%. Para transporte da corrente
elétrica e deposicao do cobre, foram utilizados dois eletrodos de aproximadamente 20
cm de comprimento e 5 cm de largura, e por eles foi conduzida uma corrente elétrica
de 12 volts com 10 amperes. Em aproximadamente 2 horas houve a significativa
deposicao de cobre sobre a placa, sendo a reciclagem do cobre de aproximadamente
23%, notando-se a mudanca da turbidez, e a passagem da coloracdo azul intensa

para coloracdo mais clara, esverdeada.

RESULTADOS

[019] Através do presente invento serd possivel fazer a reutilizacdo das
solucdes de pediluvios de forma sustentavel e econdmica, possibilitando assim uma
forma de aumentar a lucratividade dos sistemas pecuarios e diminuir as chances de
contaminagcdo ambiental através dos residuos desses manejos.

[020] Além disso, a possibilidade do aparelho ser mével facilita a utilizacdo em
diversos lugares, fazendo assim com que esse procedimento seja efetuado em varias

propriedades com um sé equipamento.
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SISTEMA DE RECAPTACAO ELETROLITICA DE COBRE PARA SISTEMAS
PECUARIOS

DESENHOS

Figura 1: Reator eletrolitico utilizado para eletrodeposicao do Sulfato de Cobre
a 3% antes (A) e depois (B) do processo de eletrodeposicédo, com a mudanca da

turbidez da solucéo.

Figura 2: llustracdo do cobre oxidado depositado na placa, na cor marrom,

apos o processo da eletrodeposicao (Figuras C e D).
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CuSO4+ H:0 = H:S04 + CuO

Figura 3: Desenho esquemético do processo de reabsorcao cuprica da solucdo
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3.2 Artigo 1

Relacéo entre escore de condicédo corporal e escore de locomocdo em vacas
leiteiras submetidas a manejo semiextensivo de alimentagéao

Barbosa, A.A.; Pizoni, C.; Luz, G.B.; Corréa, M.N.; Rabassa, V.R.; Del Pino, F.A.B.;
Moraes, F.P.; Martins, C.F.

Artigo publicado na revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
v.70, n.4, p.1129-12234, 2018. doi: 10.1590/1678-4162-9978
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Relacéo entre escore de condicéo corporal e escore de locomogéo em vacas leiteiras
submetidas a manejo semiextensivo de alimentacéo
[Relationship between body condition score and locomotion score on dairy cows submitted to

semiextensive feeding management]

A. Barbosa, C. Pizoni, G.B. Luz, M.N. Correa, V.R. Rabassa, F.A.B. Del Pino, F.P. Moraes, C.F. Martins
Universidade Federal de Pelotas - Pelotas, RS

RESUMO
Métodos observacionais subjetivos, como escore de locomogdo (EL) e escore de condi¢do
corporal (ECC), tém sido amplamente utilizados para avaliacdo populacional de diferentes
graus de claudicacdo e estado nutricional em bovinos. Este estudo objetivou verificar a
associacédo longitudinal entre o escore de condigéo corporal e 0 escore de locomogédo em vacas
da raca Holandesa submetidas a um regime alimentar semiextensivo. O periodo experimental
compreendeu dois anos de observacdes, em uma propriedade localizada no sul do Rio Grande
do Sul. O grupo experimental foi constituido por 900 vacas lactantes, que foram avaliadas
trimestralmente por dindmica ortopédica pelo EL e do estado metabdlico pelo ECC. A coleta
desses dados foi realizada por trés veterinarios treinados. A fim de se verificar a correlacdo
entre variaveis, utilizou-se o programa SAS, por meio do método de correlacdo de Pearson,
para determinar a associacdo entre as variaveis avaliadas (EL e ECC), com nivel de
significancia de 5%. A distribuicdo dos diferentes escores de locomocado durante o periodo foi
a seguinte: 57,2% dos animais tiveram o escore de locomocao 1, ou seja, estavam saudaveis em
relacdo ao sistema locomotor. O restante dos animais que apresentou algum grau de dificuldade
de locomocgéo distribuiu-se da seguinte forma, segundo a intensidade: 21,6% dos animais
apresentaram EL2, 15,5% deles EL3, 3,5% deles EL4 e 2,2% deles EL5. Quanto ao resultado
da correlacdo, observou-se associagédo negativa (r=-0,57) entre ECC e EL (P=0,03), com ECC
médio de 2,97+0,33 e EL de 1,35+0,24 durante o periodo experimental. Portanto, ha uma
correlagé@o negativa entre o escore de condicdo corporal e o escore de locomogédo em vacas da

raca Holandesa submetidas ao regime alimentar semiextensivo.
Palavras-chave: casco; escore; metabolismo.
ABSTRACT

Subjective observational methods such as locomotion score (LS) and body condition score

(BSC) have been widely used for populations evaluation of different degrees of claudication
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and nutritional status in cattle. This study aimed to verify the longitudinal association between
body condition score and locomotion score in Holstein cows submitted to a semi-extensive
breeding regime. The experimental period comprised two years of observations at a property
located in the South of Rio Grande do Sul. The experimental group consisted of 900 lactating
cows, which were evaluated quarterly, being evaluated by orthopedic dynamics through LS and
of the metabolic status through BCS. The collection of these data was performed by three
trained veterinarians. To verify the correlation between variables, the SAS program was used
using the Pearson Correlation method to determine the association between the variables
evaluated (LS and BSC), at a significance level of 5%. The rest of the animals that showed some
degree of locomotion difficulty, were distributed following intensity: 21.6% of LS2 animals,
15.5% of LS3 animals, 3.5% with LS4, and 2.2% with LS5, while 57,2% were without
locomotion difficulty (LS1). Regarding the correlation result, a negative association (r=-0.57)
was found between BSC and LS (P=0.03), with an overall of BSC of 2.97+£0.33 and LS of 1,
35+0.24 during the experimental period. Therefore, there is a negative correlation between
body condition score and locomotion score in Holstein cows submitted to the semi-extensive

breeding regime.

Keywords: hoof; metabolsim; score.

INTRODUCAO

As alteracBes do sistema locomotor em bovinos leiteiros vém sendo associadas aos
baixos indices de producao leiteira, o que interfere na dindmica de producéo, com reflexos
negativos proporcionados ao estabelecimento rural. Talvez seja um dos maiores desafios a
serem superados dentro das propriedades. As afeccGes podais acarretam perdas significativas,
gue chegam a estimar valores aproximados a 1,5kg/leite/dia por animal acometido (Warnick et
al., 2001).

As perdas ligadas a afeccOes podais ndo afetam somente a producdo, mas tambem
tangem o bem-estar animal, sendo responsaveis por emagrecimento progressivo e deficiéncia
nutricional (Bicalho et al., 2009; Barbosa et al., 2016). Isso pode acarretar anestro prolongado
(Barbosa et al., 2016), o que aumentaria o tempo de intervalo entre partos, com consequente
impacto negativo a fertilidade. Bicalho et al. (2007) citam que o alto indice de descarte precoce
é um fator que vem se agravando diante dessas perdas, com possibilidade duas vezes maior de

descarte, quando se compara uma vaca claudicante com outra sem sinais &lgicos ortopédicos.
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Os diversos aspectos vinculados a ocorréncia das afec¢des podais nos distintos sistemas
de producdo tém influenciado diretamente nos indices de acometimento ortopédico. Como
exemplo, destacam-se os efeitos da sazonalidade climatica ao sistema de producéo
semiextensivo, que, associados a caracteristicas de diferentes solos, interferem na integridade
fisica do estojo corneo (Barbosa et al., 2016). A dindmica de locomogdo dentro dos
estabelecimentos rurais de criagdo semiextensiva ¢ um fator limitante, aliado a auséncia de
preocupacdo com acdes corretivas a aparéncia fisica da céapsula do casco, condicdes
frequentemente observadas e negligenciadas na criacdo de bovinos leiteiros (Flor e Tadich,
2008).

Métodos observacionais subjetivos (escore de locomocdo — EL; escore de condicao
corporal — ECC) para a identificacdo e avaliacdo populacional de diferentes graus de
claudicacdo e estado metabolico em bovinos vém sendo utilizados com o intuito de
diagnosticarem um estado de satde populacional. Bicalho et al. (2009) relacionam diferentes
graus de escore de locomogdo com escore de condi¢do corporal, que mostram associagao
positiva entre ECC com a espessura das almofadas digitais palmares e/ou plantares. De acordo
com os autores, essas interferem significativamente no amortecimento biomecanico da estrutura
fisica do estojo cérneo ao solo no andamento a passo. No periodo de lactagdo, as reservas
corporais sao mobilizadas e canalizadas diretamente para a glandula mamaria para dar suporte
a producdo (Rennd et al., 2011), com reflexo na perda de condicdo corporal e consequente
impacto negativo ao sistema podal. Conforme exposto por Bicalho et al. (2009), esse fato esta
associado a maior ou menor grau de claudicacdo em rebanhos leiteiros em periodo de transicéo.

Diante de possiveis interferéncias do estado nutricional na dindmica de locomoc&o em
vacas leiteiras, este estudo teve por objetivo verificar a associacdo longitudinal entre escore de
condigdo corporal e de locomogdo em vacas da raca Holandesa submetidas a regime

semiextensivo de criagéo.

METODOLOGIA
O estudo foi realizado em uma propriedade leiteira de criagdo de bovinos da raca
Holandesa, localizada na regido sul do estado do Rio Grande do Sul, na cidade de Rio Grande
(latitude: -32°15'51.46" e longitude: -52°32'21.42", com caracteristicas de relevo plano e
relativamente umido. O rebanho foi criado em sistema de manejo semiextensivo.
Os animais envolvidos neste experimento foram divididos em quatro lotes, segundo
producdo, idade e presenca de mastite, sendo submetidos a dois periodos de ordenha, com

intervalo de 12 horas. A producdo média foi de 23 litros/vaca/dia. Ao término da ordenha os
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animais eram conduzidos a praga de alimentacéo, onde recebiam uma dieta com concentrado
com composicdo segundo a Tab. 1, sendo, posteriormente conduzidos aos piquetes formados

por pastagem cultivada de inverno com aveia e azevém e pastagem de verdo com milheto.

Tabela 1. Ingredientes disponiveis diariamente para as vacas leiteiras na dieta (kg) e sua
composi¢do no pré e pos-parto

Alimentos Pré-parto (%) Pos-Parto (%)
Forragem Concentrado Forragem  Pré-secado Concentrado

Matéria Seca 89,2 87,67 27,4 52,94 87,31
FDN 67,65 47,42 64,32 63,46 32,57
FDA 51,37 13,56 41,74 45,75 13,14
Proteina total 9,16 15,61 9,84 8,88 14,92
Extrato Etéreo 1,73 3,57 2,02 2,00 4,01
Minerais totais 9,23 8,9 9,99 8,84 9,02

A determinacédo da variavel escore de condicdo corporal foi conduzida de acordo com
método proposto por Renné et al. (2011), em que o animal com ECC 1 era considerado
severamente magro, e o animal com ECC 5 era classificado como obeso.

No decorrer de dois anos, entre 2012 e 2014, um grupo experimental de 900 vacas
lactantes foi, trimestralmente, submetido a avaliacdo da dindmica ortopédica através de escore
de locomocéo (EL) e condicdo corporal (ECC). A coleta desses dados foi realizada por trés
médicos veterinarios treinados. O EL variou de 1 a 5, sendo 1 para perfeita locomocéo e 5 para
dificuldade de levantar o membro e andar, conforme Phillips (2010). A determinacdo da
variavel escore de condicéo corporal foi conduzida de acordo com método proposto por Rennd
et al. (2011), em que o animal com ECC 1 era considerado severamente magro e 5 classificado
como obeso.

Todos os animais claudicantes, ou seja, que manifestavam sinais de irregularidade em
sua dindmica ortopédica eram submetidos a avaliagdo clinica geral e especifica do sistema
locomotor.

Em relacdo aos resultados, para se verificar a correlagéo entre as variaveis, foi utilizado
0 programa SAS (SAS, Institute Inc. Cary, NC, EUA), por meio do método de correlacdo de
Pearson, com o propdsito de se determinar a associacao entre as varidveis avaliadas (EL e ECC),

em nivel de significancia de 5%.
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Este estudo foi aprovado (ntimero 6243) pela Comiss&o de Etica em Uso de Animais na
Universidade Federal de Pelotas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diagndstico populacional da quantidade de animais claudicantes por meio do EL e do
ECC tem sido de grande relevancia no mapeamento diagnéstico dos fatores desencadeantes de
problemas locomotores em bovinos (Bicalho et al., 2007). Desse modo, contribui para a
identificacdo de pontos criticos e possibilita a tomada de decisbes preventivas e/ou o controle,
com o propésito de reduzir os efeitos negativos proporcionados a criagao.

Os arranjos dos diferentes escores de locomocéo durante o periodo se deram da seguinte
forma: 69,8% dos animais apresentaram escore de locomocéo 1, ou seja, eram saudaveis no que
tange ao sistema locomotor. J& os animais com algum grau de escore de locomocdo se
distribuiram com o restante dos animais que apresentou algum grau de dificuldade de
locomocdo da seguinte forma, segundo a intensidade: 21,6% dos animais apresentaram EL2,
15,5% deles EL3, 3,5% deles EL4, e 2,2% deles ELS5, portanto 57% dos animais encontravam-
se sem nenhum tipo de dificuldade de locomocédo. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Bicalho et al. (2007), que encontraram 11,5 (EL1), 17,3% (EL2), 36,5% (EL3),
37,6% (EL4) e 1% (EL5). Todavia, esses autores detectaram um nimero maior de vacas com
sinais mais evidentes de claudicacéo, talvez pelo fato de o referido estudo ter ocorrido em vacas
no sistema de free-stall, momento em que a vaca é mais desafiada, principalmente no que tange
ao sistema locomotor, devido ao tipo de piso, mais abrasivo no free-stall, quando comparado
ao sistema semiextensivo. Além disso, a taxa de animais saudaveis no estudo efetuado por
Bicalho era bem menor (11,5%) comparada a do presente trabalho. Entretanto, é importante
ressaltar que a distancia média percorrida diariamente pelos animais deste estudo, do campo
onde se localizavam até a sala de ordenha, era de aproximadamente 2,2km, sendo o relevo
plano, porem com alto grau de umidade, fatores esses que provavelmente contribuem
negativamente para a ocorréncia de afecc¢des podais.

A distribuicdo dos escores de condicdo corporal durante o periodo de avaliacdo foi a
seguinte: ECC 1 (0%), ECC 1,5 (0,3%), ECC 2 (9%), ECC 2,5 (33%), ECC 3 (32,8%), ECC
3,5 (16,9%), ECC 4 (4,4%), ECC 4,5 (3,6%) e ECC 5 (0%). Assim, os resultados do presente
estudo comprovaram a teoria discutida por Bicalho et al. (2009), pois encontrou-se associa¢do
negativa (r=-0,57) entre ECC e EL (P=0,03), com média geral de ECC de 2,97+0,33 e de EL
de 1,35+0,24 durante o periodo experimental. Bicalho et al. (2009), ao estudarem a rela¢do do

ECC e a presenca de claudicacdo com a espessura de coxins digitais em seu estudo
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desenvolvido com 700 animais, demonstraram que vacas apresentando graus de claudicacéo
elevados apresentaram ECC e espessura de coxim digital inferiores.

O coxim tem como principal funcdo o amortecimento da concussdo do digito ao solo;
logo, quanto menor for a espessura dessa regido anatdbmica, maior seria a predisposicéo a lesdes
que cursariam com claudicagéo (Bicalho et al., 2009). Portanto, conforme os dados obtidos na
andlise que resultou em correlacdo negativa para EL e ECC, pode-se sugerir que quanto menor
0 ECC, maiores as chances de essas vacas apresentarem claudicacdo. Esse resultado demonstra
que a baixa condicdo corporal pode ser um fator que contribui para a ocorréncia de possiveis
danos ao sistema digital pela vulnerabilidade biomecéanica de absorg&o do impacto das unhas
ao solo. O mesmo resultado foi encontrado por Randall et al. (2015), em um estudo realizado
durante oito anos em um rebanho leiteiro, o qual indica que um ECC inferior a 2 esta associado
com uma maior chance de claudicacdo em vacas leiteiras e que o risco de claudicacdo diminui
com o0 aumento do ECC.

Para Buckley et al. (2003), vacas que perdem indices de condi¢do corporal no periparto
apresentam maior concentracdo de acidos graxos ndo esterificados (AGNE), tornando-se,
possivelmente, mais vulneraveis a desequilibrios metabolicos, assim como a laminite. Esta
doenca, também denominada pododermatite asséptica difusa, € responsavel por
aproximadamente 70% das causas de claudicacdo em bovinos de leite e esta relacionada com
eventos inflamatorios e oxidativos proporcionados por esses processos (Warnick et al., 2001).
O aumento nos niveis de AGNE é resultado de altas taxas de lipdlise, ou seja, da mobilizacdo
de reservas lipidicas, e provoca profundo impacto no escore de condicdo corporal. Segundo
Hoedemaker et al. (2009), existe associacdo entre esses fatores e o aumento do risco de
claudicacgéo. Esses autores reportaram que vacas com baixo ECC préximo ao parto tiveram de
trés a nove vezes mais chances do desenvolvimento de claudicacdo em comparagdo a vacas
com maior ECC.

Em contrapartida ao mencionado por Buckley et al. (2003), € interessante salientar que
ndo se pode afirmar que a associacdo entre emagrecimento e claudicacdo é um processo de
causa e efeito, pois é dificil detectar as causas e as consequéncias, ja que tanto um quanto outro
podem ocorrer independentemente da ordem, bem como ndo se sabe se simplesmente ocorrem
de forma concordante. Portanto, seria interessante um estudo analisando o inicio dos dois
extremos: 0 emagrecimento e a claudicacdo, para, assim, compreender, de forma mais
elucidativa, o0 mecanismo dos problemas citados, além de suas possiveis inter-relagoes.

Durante a lactacdo, as exigéncias energeticas sdo atendidas por uma combinagdo de

nutrientes da dieta juntamente com mobilizacdo de reservas corporais. A fase inicial da lactacéo
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é um periodo de grande desafio a esses animais, visto que ha aumento significativo na producao
leiteira e baixo consumo de matéria seca, 0 que resulta em um balanco energético negativo
(BEN), ou seja, a ingesta alimentar ndo supre as necessidades metabolicas, culminando em um
déficit energeético, por muitas vezes fisioldgico, nesse periodo (Renno et al., 2011). Entretanto,
ha momentos em que o metabolismo compensatorio acaba utilizando vias alternativas para
suprimento da glicose sanguinea, acontecendo a gliconeogénese. Dessa forma, ndo falta
suprimento para o animal manter suas atividades fisioldgicas, porém tal situacdo pode refletir-
se em demasiada perda de condicdo corporal, bem como em comprometimento dos status
metabolico, energético e imune (Drackley, 1999).

Além disso, aspectos relacionados a condicdo corporal e a lipomobilizagdo com
espessura de coxim digital demonstram que ndo s6 a perda de condicdo corporal e a consequente
espessura de coxim podem estar correlacionadas com a ocorréncia de afeccGes podais. Em
estudo realizado avaliando-se o contetdo e a composicéo lipidica da almofada digital de vacas
e novilhas, verificou-se que a protecdo do casco depende, de certa forma, da composicao
lipidica de acidos graxos da almofada digital, bem como da irrigacdo sanguinea dele (Raber et
al., 2006).

O BEN ¢ agravado pela claudicacao, pois, de acordo com Bicalho et al. (2007), vacas
claudicantes tém maior dificuldade de locomocéo, devido ao desconforto a que estdo sendo
submetidas, consequentemente ndo tém acesso facilitado & alimentacdo, o que diminui a
ingestdo de alimento e provoca perda de ECC. Segundo Randall et al. (2015), vacas que perdem
ECC durante as primeiras quatro semanas apds o parto apresentam maior fator de risco de
claudicagéo no futuro.

No sistema de criagcdo semiextensivo, as vacas devem ser locomovidas dos piquetes até
a sala de ordenha. Conforme citaram Bicalho et al. (2007), ao serem manejadas em duas
ordenhas diarias, mesmo estando claudicantes, repousam nos piguetes, com isso ingerem maior
quantidade de materia seca e chegam a produzir até 3,5 litros de leite por dia a mais do que
vacas submetidas a outros sistemas de ordenha.

Ferreira (2003), ao estudar a incidéncia de claudicacdo no Brasil, realizou um ensaio
com animais mantidos em sistema de confinamento (free-stall) na bacia leiteira de Minas
Gerais, onde encontrou uma ocorréncia anual de 122% de prevaléncia de lesdes ortopédicas
nesses rebanhos. Tal resultado demonstra que ndo somente 100% das vacas foram acometidas
por alguma afeccdo podal como 22% desses animais ainda foram reincidentes mediante
episodios de claudicacdo durante um periodo de 12 meses.
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Pesquisas conduzidas por Flor e Tadich (2008), com rebanhos em sistema extensivo ou
sem estabulacdo no inverno, obtiveram uma prevaléncia de claudicacédo de 28,7% e 32%,
respectivamente. Esses dados demonstram o beneficio dos sistemas de producdo néo
confinados para o aparelho locomotor dos animais, 0s quais levam a menores taxas de
ocorréncia de afeccGes podais do que os sistemas de producdo confinados. Além disso,
demonstraram a necessidade de investimento em tratamento e prevencéo das afec¢des podais
nos rebanhos leiteiros confinados diante dos grandes prejuizos causados.

Existem diferentes fatores que podem estar associados a ocorréncia dessas desordens
podais, bem como a relacdo entre eles. Investigam-se causas decorrentes de alteracdo de dieta
e o reflexo desta nos status metabolico, inflamatdrio e fisiolégico desses animais, mas ainda ha
escassez de informacOes a respeito do envolvimento de outras doencas que possam estar
implicadas no desencadeamento de disturbios ortopédicos (Lean et al., 2013). Especula-se
ainda que casos de nutricdo inadequada ou de doencgas que provoquem quadros de anemia,
levando a quadros de baixa vascularizacdo sanguinea, vasoconstricdo e possivel
comprometimento da circulacdo sanguinea podal, possam agravar, ainda mais, a hipdxia,
muitas vezes citada como causa da morte das laminas epidermais do casco (Thoefner et al.,
2004).

De acordo com Renné et al. (2011), conforme a fisiologia da lactacdo, esperam-se
alteracOes fisiol6gicas metabdlicas que relacionem a mobilizacdo lipidica e a producdo de leite
ao longo de uma lactacdo. Essas alteragbes modificam a condicdo corporal e,
consequentemente, ocorre perda de peso. Ao se avaliar o ECC e associa-lo com o EL, pode-se
precocemente prevenir e diagnosticar a claudicacdo no rebanho, considerando-se 0s métodos
avaliativos uma etapa fundamental para que haja reducdo dos impactos ao bem-estar, a
producdo leiteira e, principalmente para que ndo ocorra a desestruturacdo econbémica e
financeira das propriedades que adotam o sistema de manejo semiextensivo.

Com base nos efeitos deletérios de um alto ECC em bovinos, principalmente no periodo
de transicdo, e na caracteristica de correlacdo positiva com o amortecimento comprovada desse
ECC com a diminuicdo de lesdes ortopédicas (Bicalho et al., 2009; Buckley et al., 2003), o
ECC ideal do periodo de transicdo seria em torno de 3,5, visto que possibilitaria um

amortecimento razoavel, sem comprometer o estado metabolico do animal

CONCLUSAO
Existe uma correlagdo negativa entre escore de condigéo corporal e de locomogao em

vacas da raca Holandesa submetidas ao regime semiextensivo de criacdo. A implantacédo de
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praticas de execucdo do ECC e do EL como rotina nas propriedades rurais tem o potencial de
possibilitar a visualizacdo da oscilacdo do status metabdlico do rebanho e suas possiveis
causas/consequéncias ao sistema locomotor de bovinos ao longo do tempo, podendo-se, assim,

tomar medidas de controle e profilaxia.
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Impactos da claudicacéo pré-parto na lactacao subsequente de vacas da raca holandés
durante o periodo de transicéo
[Impacts of prepartum claudication on subsequent lactation of Holstein cows during the
transitional period]
A.A.Barbosal, C.F. Martins!, R.H. Krusser?, E. Schmoeller!, M.N. Corréa®”

'Universidade Federal de Pelotas - Pelotas, RS
*E-mail: marcio.nunescorrea@gmail.com

RESUMO
O objetivo do estudo foi verificar as possiveis consequéncias da claudicacdo pré-parto na
lactacdo subsequente de vacas da raca Holandés. Vacas da raca holandés (n=27), multiparas,
foram monitoradas do dia -30 até o dia 60, em relacdo ao parto. Trinta dias antes do parto 0s
animais foram divididos em dois grupos de acordo com o escore de locomocéo (EL) onde o EL
1 é uma vaca sem claudicacdo e 5 um animal com dificuldade de caminhar. No grupo
claudicantes (n=15) os animais apresentavam EL >3 e no grupo controle (n=15) apresentavam
EL de 1. Foi mensurada a producdo de leite, escore de condicdo corporal (ECC) e as
concentragfes sanguineas de betahidroxibutirato (BHB), uréia, fésforo, calcio, aspartato
aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT) e proteinas plasmaticas totais (PPT).
A producdo de leite (P<0,001) e concentracdo de célcio sanguineo (P<0,001) foram menores
nas vacas claudicantes. Além disso, vacas claudicantes perderam mais ECC no pds-parto
recente (P<0,001). Os metabdlitos AST, GGT, PPT, uréia, BHBA e fosforo ndo diferiram entre
grupos durante o periodo avaliado. A avaliacdo visual do escore de locomocéo de vacas da raca
holandés no pré-parto mostrou-se fundamental no que tange ao diagnostico populacional do
problema. Adicionalmente, apresenta-se como ferramenta importante para a mensuragdo de

possiveis perdas na lactagdo subsequente, tanto no &mbito metabdlico quanto produtivo.

Palavras-chave: Claudicagdo, bovino, periodo de transicéo.

ABTRACT
The aim of the study was to verify the possible consequences of prepartum claudication on
subsequent lactation of Holstein cows. Holstein cows (n=27), multiparous, were monitored
from day -30 to day 60, relative to calving. Thirty days before delivery the animals were divided
into two groups according to the locomotion score (EL). In the claudicating group (n=15), the
animals had EL >3 and in the control group (n=15) they had EL of 1. Milk production, body
condition score (ECC) and blood concentrations of betahydroxybutyrate (BHBA), urea,
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phosphorus, calcium, aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT)
and total plasma proteins (PPT). Milk production (P<0.001) and blood calcium concentration
(P<0.001) were lower in lame cows. In addition, lame cows lost more ECC in the postpartum
period (P<0.001). The metabolites AST, GGT, PPT, urea, BHBA and phosphorus did not differ
between groups during the period evaluated. The visual evaluation of the locomotion score of
cows of the Dutch breed in pre-partum showed to be fundamental with regard to the population
diagnosis of the problem. Additionally, it is an important tool for the measurement of possible

losses in subsequent lactation, both metabolically and production.

Keywords: claudication, bovine, transition period.

INTRODUCAO

A claudicacdo em bovinos leiteiros se apresenta como um problema de grande
relevancia no que tange aos prejuizos por ela causados ao sistema produtivo (Souza, 2006;
Silveira, 2011). As perdas econdmicas em virtude das afec¢gdes podais sdo devido ao descarte
prematuro de animais (geralmente os animais mais produtivos e de maior valor zootécnico),
queda na producdo de leite, custos com tratamentos, aumento do periodo de servico e reducédo
da fertilidade (Molina et al., 1999; Silva et al., 2001).

Apesar das afeccOes podais serem o terceiro sistema mais prevalente na ordem de
doencas, elas configuram-se como a maior razdo de perdas econdmicas, visto que interferem
de forma direta nas duas principais causas que a antecedem. Neste contexto, formas de avaliar
e quantificar os impactos causados ao sistema séo cada vez mais importantes (Souza, 2006;
Greenough, 2007). Além disso, alteracdes de saude como emagrecimento, anestro prolongado,
diminuigdo na producéo de leite e deficiéncias nutricionais foram relatadas em vacas com lesGes
podais graves e claudicagdo (Silveira et al., 2011).

Métodos observacionais subjetivos, como escore de locomoc¢do (EL) e escore de
condicdo corporal (ECC), por exemplo, tem sido amplamente utilizados para avaliagdo
populacional de diferentes graus de claudicagdo e estado corporal dos animais, visto que sdo de
facil aplicacdo e possibilitam um monitoramento sem custos (Barbosa et al., 2016). Todavia a
execucdo desta ferramenta no periodo seco tem sido pouco aplicada devido, muitas vezes, a
desatencdo com os animais no periodo nédo lactante.

O periodo seco, normalmente dura em torno de 60 dias e ndo é apenas um momento de
descanso para a vaca de leite durante o ciclo de producéo, mas sim uma fase téo relevante como

qualquer outra do periodo lactacional, na qual importantes mudancas estdo ocorrendo, sendo de
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grande valor reduzir e amenizar a0 maximo 0s impactos que tais mudancas possam ter no
metabolismo da vaca, constituindo, entdo, um dos pontos chaves para proporcionar uma
transicdo adequada no inicio da lactacdo (Drackley, 1999). Todavia, o periodo seco tem sido
negligenciado pela maioria dos produtores, com a concepc¢do de que 0s animais ndo estarem
produzindo neste periodo, necessitariam de menos atencao.

O ECC e EL, ambas avaliagbes subjetivas e visuais possuem uma relacdo direta e
inversamente proporcional (Bicalho et al. 2009; Barbosa et al. 2018) demonstrando uma relacéo
entre ECC, espessura de coxim digital e EL de forma que, quanto maior for o ECC, mais espessa
seria a camada de tecido adiposo do coxim digital. Consecutivamente existiria uma menor
absorcdo do impacto do digito ao solo toda vez que o animal caminhasse, fazendo que
diminuissem as chances de claudicacdo por essa melhora no amortecimento da concussao do
digito ao solo.

Jé& existem alguns estudos evidenciando os impactos negativos da claudicagdo sobre o
metabolismo (Lacetera, 2005; Gandra, 2012) e até mesmo estimativas de perda de leite de
acordo com os diferentes escores de locomogdo em vacas leiteiras, porém ainda sdo escassas
pesquisas que relacionem efeitos de claudicacdo pré parto na lactacdo pos parto em animais
voltados a producdo de leite.

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi verificar as possiveis consequéncias da
claudicacéo pré parto na lactacdo subsequente quanto ao metabolismo e producdo de leite em

vacas da raca Holandés.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pelotas
(Protocolo: 23110.009378/2016-01). Foram selecionadas 193 vacas da raca Holandés,
multiparas, sendo que o experimento comegou com 27 animais, fato esse justificado pela
dificuldade em ter animais sem nenhuma doenca durante o periodo, além do fato de ainda se
ter a necessidade possuir animais higidos quanto ao sistema locomotor no mesmo periodo. Caso
algum animal apresentasse problema quanto a salde da glandula mamaria e/ou sistema
reprodutor durante todo o periodo experimental eram excluidas do estudo. Toda populacéo
experimental (27 animais), ficou recebendo a mesma dieta, instaladas em fazenda comercial no
sul do Brasil. A dieta foi formulada para atender as necessidades nutricionais de vacas leiteiras
no pos-parto (NRC, 2001) e foi composta por: 71,87% de silagem de milho, 10,27% de aveia
pré-seca, 12,32% de polpa citrica, 4,52% de farelo de soja, 0,82% de vitamina pré-mistura e

0,21% de ureia. As vacas tinham acesso ad libitum a agua.
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As vacas foram monitoradas 30 dias antes do parto até os 60 dias pds-parto. Os animais
foram divididos em dois grupos de acordo com o e EL (Ferreira et al., 2005) pré-parto, sendo
essa avaliacdo feita aos 30 dias pré-parto. Grupo claudicantes (n=15) e grupo controle (n=12).
Foram consideradas claudicantes vacas com EL igual ou maior a 3, enquanto o outro grupo:
vacas saudaveis (controle) tinham EL de 1. A avaliagdo do EL foi realizada mensalmente
durante todo periodo experimental.

A producdo de leite era medida duas vezes por dia, de 7 dias pds parto (DPP) a 63
DPP, utilizando o leitor de sistema de ordenha digital GEA. O ECC foi realizado a cada 30 dias
desde os 30 dias pré parto até 60 DPP (dias pos parto), através de avaliacdo visual realizada
pelo mesmo técnico, com base em uma escala de cinco pontos, onde 1 é um animal caquético
e obesidade é igual a 5 (Wildman et al., 1982).

Foram realizadas coletas de sangue nos dias 0, 7, 14 e 21 dias apds o parto, as amostras
de sangue foram coletadas através de puncao da veia coccigea com um frasco de 10 mL sem
anticoagulante, afim de aferir a betahidroxibutirato (BHB), uréia, fosforo, célcio, aspartato
aminotransferase, gama glutamil transferase, proteinas plasmaticas totais, sendo os tubos
centrifugados a 1800 rpm por 15 minutos. Apos foram divididos em microtubos, e congelados
a - 20° C para posterior anélise.

As analises de todos os parametros foram realizadas pelo aparelho Labmax Plenno, com
a utilizacdo de kits comerciais especificos (Labtest Diagnostica S.A., Brasil). O BHB foi obtido
usando um kit comercial (Wako BHBA-HR, WakoChemicals, USA).

As variaveis respostas referentes aos parametros fisioldgicos, parametros metabolicos
e produtivos foram avaliadas pelo método procedimento MIXED (SAS), através da analise de
medidas repetidas, considerado nivel de significancia de P<0,05. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software SAS (SAS 9.1- SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

RESULTADOS

A producdo de leite foi menor nas vacas claudicantes (P<0,001) possuindo interacao
grupo/dia (P<0,002) a partir do dia 35 como ilustrado na Figura 1, demonstrando assim o efeito
da claudicagdo em um periodo de grande desafio a esses animais.

O ECC, outra avaliacdo visual, bastante conectada com EL, devido a sua relacéo
inversamente proporcional, teve um resultado até entdo pouco comentado na literatura. VVacas
claudicantes, mesmo possuindo ECC igual a vacas saudaveis no pré-parto sofreram
significativamente mais no pds parto recente (P<0,001; Figura 2).
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Figura 1. Producdo de leite nos primeiros 60 dias de lactacdo de vacas claudicantes e saudaveis.
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Figura 2. ECC pré e pos parto de vacas claudicantes e saudaveis

Observa-se que o célcio sérico foi menor (P<0,001) nas vacas claudicantes quando
comparado com vacas saudaveis durante o periodo avaliado (Fig. 3).
Dentre os parametros avaliados, os metabdlitos AST, GGT, PPT, uréia, BHB e fésforo

ndo monstraram diferenca estatistica entre grupos durante o periodo (Tab. 1).
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Figura 3. Concentracgdes de calcio sérico de vacas claudicantes e saudaveis no primeiro més de

lactacdo.

Tabela 1. Metabolitos avaliados em vacas da raca holandés claudicantes ou ndo durante o pré-

parto.
Claudicante Controle Valor de P
Metabolito ) . ) )
Média + EPM!? Média + EPM Grupo Dia  Grupo*Dia

BHB (U/L)? 0,751+0,050 0,654+0,050 0,172 <0,001 0,060
Ureia (mg/dL) 30,876+1,087 30,481+1575 0,838 0,923 0,755
AST(U/L)? 77,611+£3,017 71,425%2,584 0,125 <0,001 0,146
GGT(U/L)* 29,723+2,038 30,686+2,058 0,741 0,126 0,497
Fosforo(mg/dL) 6,200+0,160 6,000+0,311 0,015 <0,15 0,560
PPT(mg/dL)® 7,724+0,098 7,986+0,112 0,085 <0,001 0,827

1: Erro padrdo da média 2: beta-hidroxibutirado 3: Aspartato aminotransferase 4. gama glutamil transferase 5:

proteinas plasmaticas totais.

DISCUSSAO
O EL pré parto, apesar de facil execucdo ndo tem sido rotina na maioria das propriedades
leiteiras, sendo assim o estudo tanto dos impactos como das possiveis consequéncias dessa
ferramenta na producéo de leite séo de grande importancia no que se refere a evitar severas
perdas na lactacdo subsequente e a conscientizagdo dos produtores da utilizagé@o desta avaliacao.
A producéo de leite nos primeiros 63 dias de lactacdo de vacas claudicantes foi menor

guando comparada com vacas saudaveis (P<0,001) sendo que as vacas claudicantes produziram
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em litros por dia (17,675+0,310) enquanto o outro grupo produziu (22,271+0,425),
demonstrando assim a importancia da execucdo desta ferramenta ja no pré parto e a partir dai o
comeco da adocdo de medidas de controle e prevencdo visando diminuir 0s prejuizos no que
tange a producéo leiteira. O momento de maior desafio durante esse periodo parece ser no inicio
do pico de lactagdo, Martinez (2010) cita que quando uma vaca perde 0,5 kg de leite no pico de
lactacdo, isto equivale a uma perda de producéo de 110 kg de leite na lactacdo total.

Robinson (2001) cita que vacas com EL 2 apresentam uma diminuicao da producéo de
4% da real capacidade produtiva dela, sendo que essa relacdo aumenta em progressao
geomeétrica, portanto um vaca escore 5 estaria perdendo 32% da sua real capacidade produtiva.
No entanto ha relatos de perdas significantemente maiores em vacas nitidamente claudicantes,
chegando a até mais que 50% da producdo (Warnick, 2001). Green et al. (2014) cita que, vacas
claudicantes iniciam o processo de perda em producdo de leite, antes mesmo de serem
diagnosticadas claudicantes enfatizando que a importancia da identificacdo precoce da
claudicacéo clinica diminuindo os prejuizos que, neste trabalho, chegaram a 500kg de leite por
lactacdo.

Todavia o impacto da claudicacdo pré-parto na lactacdo subsequente ainda é pouco
estudado, muito pelo fato da grande maioria dos produtores negligenciarem a periodo seco,
devido a que nesse periodo os animais ndo estdo produzindo leite. Entretanto, a realidade é que
esse periodo necessita tanta atencdo quanto a lactagdo, visto que € nessa fase que devem ser
tomadas grande parte das medidas de controle e profilaxia no intuito de tornar a proxima
lactacdo o mais saudavel e rentavel possivel.

Métodos observacionais subjetivos, como EL e ECC, tém sido amplamente utilizados
para avaliacdo populacional de diferentes graus de claudicacdo e estado nutricional em bovinos.
Todavia no periodo pré parto ainda ndo se tem estudos da relacdo ECC X EL com produgéo de
leite (Barbosa et al.,, 2016). O presente trabalho demonstrou que, apesar dos animais
apresentarem o mesmo ECC pré-parto, vacas claudicantes possuem menor ECC (P<0,001) nos
primeiros meses de lactacdo, demonstrando assim que, animais com problemas podais sofrem
com mais intensidade os desafios metabdlicos impostos pelo inicio da lactagdo culminando com
uma queda acentuada do ECC. Com isso, é sabido que existe uma relacdo direta entre ECC e
EL, visto que o ECC tem correlagdo positiva com o coxim digital que, por sua vez, exerce um
papel de amortecimento da concussé@o do digito com o solo. Sendo assim, € possivel especular
que a claudicacdo e o maior desafio pos-parto fizeram com que vacas claudicantes perdessem

ECC. Concomitante a isso, diminuiram o amortecimento efetuado pelo coxim tornando entéo
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esses animais mais vulneraveis ainda aos efeitos negativos da claudicacdo (Barbosa et al.,
2016).

Por outro lado, muitas variaveis podem contribuir para alteracdo na almofada digital,
incluindo espessura de tecido adiposo, fatores que poderiam influenciar o aparelho suspensorio
do casco como parto, patologia laminar ou até mesmo claudicacéo prévia incluindo mecanismos
fisiologicos mal compreendidos que poderiam incorporar resisténcia a insulina e perda
condicdo corporal (Bicalho et. al, 2009; Cecen et. al,, 2015; Newsome et. al,, 2016) Além de
fatores de risco extrinsecos, como ambiente e umidade. Além disso, trabalhos recentes
descobriram que as vacas leiteiras nao prenhas alimentadas com uma dieta de energia mais alta
antes do abate tiveram maior regulacao positiva de genes lipogé€nicos dentro da almofada digital
(Igbal et al., 2016), mas como equilibrio energético negativo ou o estado fisioldgico mais amplo
interagem com vias lipoliticas e mobilizagdo de gordura da almofada digital ainda ndo esta
claro. Portanto parece que a claudicacéo e sua relagdo com ECC e coxim digital continua a ser
uma area onde h& muito conhecimento para ser estudado.

Quanto a andlise de minerais, o calcio se mostrou menor desde o pré-parto nas vacas
claudicantes, se mantendo assim durante todo periodo experimental, fato esse explicado por
Miilling et al. (1999) e Barbosa et al. (2016) onde comentam que a diferenciacdo de células
epidérmicas é muito sensivel a alteracGes nos niveis plasmaticos de calcio. Em animais com
hipocalcemia, identificaram tecidos da cornea com queratinizacdo deficiente, indicando a
influéncia do calcio na diferenciacdo das células epidérmicas. Além disso, Casagrande (2013)
relatou que animais hipocalcémicos apresentam maior desgaste da parede do casco que animais
normocalcémicos, demonstrando o efeito da concentracdo de célcio no metabolismo podal.

Segundo Mulling et al. (1999) h& uma relacdo entre a concentracdo de calcio no tecido
corneo e a producdo de queratindcitos, promovendo a ativagdo da transglutaminase epidérmica,
que participa do processo de ligacdo entre as fibras queratinicas do envelope celular e a
diferenciacdo final das células epidérmicas. Ha alguma especulacdo de que normocalcemia e
leve deficiéncia de ion calcio no tecido corneo podem estar relacionadas a insuficiéncia
circulatoria no tecido digital de vacas claudicantes; quando associados a concentragfes locais
mais baixas de magnésio como encontradas por Barbosa et al. (2016) levando em consideracdo
as funcbes do cofator enzimatico, esses achados poderiam contribuir para a ocorréncia
diminuicao da dureza do tecido podal.

J& valores de PPT apresentaram uma aproximacdo da significAncia entre grupos
(P=0,09) durante o periodo, no entanto houve uma diferenca entre os mesmos nos dias 14 e 21,

sendo que vacas saudaveis obtiveram valores maiores que animais claudicantes, com valores
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acima do fisiologicamente aceitavel segundo (KaneKo et al. 2008) d67,4 - 74,6 g/L. Especula-
se que tal fato ocorreu pois, sabendo-se que o PPT é o resultado da soma das globulinas e
albumina sérica é sabido que vacas claudicantes possuem uma menor ingesta de matéria seca,
até 10% menos quando comparadas com vacas saudaveis, (Robinson, 2001) sendo assim com
0 menor consumo de alimentos teriam menores niveis de albuminas. Aliado a isso também é
descrito por Algers (2009) que vacas com afec¢bes locomotoras possuem menor capacidade de
resposta imune por apresentarem menores quantidades de células imunes e menor qualidade
dessa mesma resposta refletindo diretamente na quantidade de globulinas, portanto,
provavelmente tais fatores estejam diretamente ligados por esses niveis de PPT menores nos
referidos dias.

Os valores de AST, GGT, uréia, BHBA e fosforo se encontraram dentro dos valores de
referéncia durante todo periodo experimental. Sendo assim essas diferencas ndo foram
consideradas como significantes no que tange a efeitos da claudicacéo, visto que a homeostase

metabdlica até o presente momento estava mantida.

CONCLUSAO
A avaliagdo visual do escore de locomocdo de vacas da raca Holandés no pré-parto
mostrou-se fundamental no que tange ao diagnostico populacional do problema. Além disso,
apresenta-se como ferramenta importante para a mensuracao de possiveis perdas na lactacao

subsequente, tanto no &mbito metabdlico quanto produtivo.
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Avaliacdo Ruminal e Hemogasométrica de Vacas Claudicantes da Raca Holandés
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-NOTA-

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o pH ruminal e marcadores hemogasométricos de
vacas claudicantes de raca Holandés. Foram utilizadas oito vacas multiparas, com producéo
média de 25,19 + 4,92 L/dia e com 67 6 dias em lactacdo e contagem de células somaticas <
150,00 cel./mL. Os animais foram divididos em dois grupos conforme a avaliacdo do escore de
locomocdo(EL) onde EL 1 é uma vaca higida e EL5 um animal com dificuldade de se
locomover: controle (n = 4) e claudicantes (n = 4). A partir do diagnostico de claudicacéo,
foram realizadas diariamente coletas de liquido ruminal para avaliacdo do pH ruminal e de
sangue para analises de pH, bicarbonato, excesso de base e célcio ionizado. Vacas claudicantes
apresentaram menor pH ruminal (P=0,002) do que vacas saudaveis, caracterizando um quadro
de acidose ruminal. Além disso, os animais claudicantes apresentaram alcalose metabolica,
suportado pelo maior pH sanguineo (P=0,01), pressao de base (P=0,007), bicarbonato (P=0,06)
e menor célcio ionizado (P=0,09). Conclui-se que, vacas claudicantes parecem apresentar
acidose ruminal e como mecanismo compensatorio, esses animais podem desenvolver alcalose
metabolica. Além disso, comprovou-se que vacas claudicantes apresentam alteragdes

importantes no perfil hemogasométrico.

Palavras-chave: casco, sistema locomotor, acidose ruminal
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the ruminal pH and hemogasometric markers of
claudicating cows of the Holstein cows. Eight multiparous cows were used, with a mean
production of 25.19 + 4.92/day and 67 = 6 days in lactation and somatic cell count <150.00
cells/mL. The animals were divided into two groups according to the locomotion score: control
(n=4) and claudicants (n=4). From the diagnosis of claudication, ruminal fluid samples were
collected daily to evaluate ruminal and blood pH for analysis of pH, bicarbonate, baseline
pressure and ionized calcium. Claudicating cows presented lower ruminal pH (P=0.002) than
healthy cows, characterizing a rumen acidosis. In addition, the claudicating animals presented
metabolic alkalosis, supported by higher blood pH (P=0.01), base pressure (P=0.007),
bicarbonate (P=0.06) and lower ionized calcium (P=0.09). It was concluded that claudicating
cows present ruminal acidosis and as a compensatory mechanism, these animals may develop
metabolic alkalosis. In addition, it was verified that lame cows present changes in the

hemogasometric profile.

Keywords: hoof, locomotor system, ruminal acidosis

AlteracGes do sistema locomotor em bovinos leiteiros vém sendo associadas a baixos
indices produtivos que acarretam perdas econdmicas significativas, as quais atingem valores
aproximados de 1,5 kg/leite/dia por animal acometido (WARNICK et al., 2001). Estima-se que
esses prejuizos por claudicagdes em vacas leiteiras sé sdo menores que 0s causados por mastites
e doencas do trato reprodutivo (GREENOUGH, 2007). Tais perdas podem ser reduzidas se for
possivel reconhecer a tempo (BRUIINIS et al., 2009) e monitorar a evolucgéo de alteracdes nas
respostas adaptativas do casco, ou conseguir-se antecipar e identificar o desenvolvimento de

condigcdes patoldgicas associadas a problemas ortopédicos. Como alternativa, o0
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desencadeamento inicial do processo patologico ligado a estrutura digital em bovinos pode ser
diagnosticado precocemente através da analise de marcadores bioldgicos e exames
complementares relacionados com afec¢bes podais, como descrito por KNOTT et al. (2007)
através de estudos realizados em equinos.

A sindrome da acidose latica bovina esta associada a grandes aumentos de acido latico
no rumen, resultante de dietas ricas em carboidratos, forragem de baixa fibra ou ambos. O
impacto sistémico da acidose pode ter maltiplas implicacdes fisioldgicas, incluindo inflamacéo
asséptica difusa das laminas digitais (laminite) causando severos sinais algicos nesses animais.
A laminite é responsavel por 70% a 80% de todos casos de claudicacdo em bovinos
(NAGARAJA e LECHTENBERG, 2007; AMETAJ et al., 2010; BARBOSA et al., 2016) e sua
ligacdo com a acidose parece estar associada a uma hipoperfusdo persistente, que resulta em
isquemia no digito, sendo a gestdo da acidose considerada entdo um ponto critico na prevencao
da laminite.

A alta produgdo dos rebanhos leiteiros impde um desafio continuo aos animais,
exigindo que eles maximizem o consumo e utilizagéo de energia, 0 que favorece o aparecimento
de disturbios metabolicos, principalmente, a acidose ruminal e a laminite. Levando em
consideracdo que a acidose € a principal causa da laminite e esse desequilibrio acido-basico
pode ter consequéncias negativas ao sistema podal, nos ultimos anos, ampliou-se o
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na patogénese dos transtornos dos
digitos dos bovinos, especialmente sobre a laminite (MULLING et al., 2006). Sua relacdo com
as demais enfermidades e também com o bem estar animal, tem sido intensamente estudada.
(RAMA, 2006), fazendo com que esta possivel correlagcdo necessite ser melhor compreendida,
principalmente através de métodos complementares de diagnéstico. Assim, este estudo teve por

objetivo avaliar o pH ruminal e hemogasometria de vacas claudicantes da raca Holandés.
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O estudo foi conduzido no Municipio de Capao do Leédo (RS) e todos os procedimentos
aqui realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Pelotas. Foram utilizadas oito vacas da raca Holandés, ordenhadas duas vezes ao
dia, multiparas, equilibradas quanto a producéo de leite (25,19+4,92L/dia), dias em lactacédo
(DEL; 67£16) e contagem de células somaticas (CCS; <150.000 cél./mL). Os animais eram
mantidos em um sistema Freestall, alimentados com TMR a base de silagem de milho, polpa
citrica, milho, soja e nacleo mineral e vitaminico, disponibilizado aos animais duas vezes ao
dia (manha e tarde).

Seguindo a metodologia de FERREIRA (2003), foi realizada a avaliacdo do escore de
locomocdo (EL) e partir disso, os animais foram divididos em dois grupos experimentais:
controle (n=4) e claudicantes (n=4). No grupo claudicante todos animais apresentaram EL
acima de 2, sendo a erosao de taldo a doenca digital diagnosticado em todos casos.

Para avaliacdo do pH ruminal foram coletados 30 mL de liquido ruminal, trés horas
antes da alimentacéo, através de bomba vacuo de dupla via adaptada para bovinos, a cada trés
dias durante 10 dias, desprezando os primeiros jatos para diminuir a contaminacdo com saliva.
O pH foi avaliado através de medidor de bancada portatil.

A andlise da gasometria, foi efetuada a cada trés dias durante 15 dias, sendo
determinada a partir da coleta de sangue venoso por puncdo da jugular, utilizando o
equipamento i-STAT (abbot) dotado do cartucho CG8+. Dessa forma foram analisados célcio
ionizado (iCa), pH, excesso de base (BE) e bicarbonato de sodio (HCO3).

Os resultados foram analisados através do método MIXED MODEL, considerando
como efeitos fixos o grupo (presenca de claudicacao) e o dia de coleta, bem como as interacdes
entre estas variaveis.

Constatou-se que vacas claudicantes possuem menor pH ruminal (P=0,002) quando

comparadas com vacas sadias, caracterizando assim um quadro de acidose ruminal nos animais
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que apresentam dificuldade de locomocéo (Fig. 1). Por outro lado, as vacas claudicantes
apresentaram maior pH sanguineo (P=0,001; Fig. 2), caracterizando um quadro de alcalose
metabolica, isso provavelmente como efeito compensatorios da acidose ruminal. A alcalose
metabolica, foi confirmada pela tendéncia de indices mais elevados de pressdo de base (BE;
P=0,007) e bicarbonato (HCO3; P=0,06) sanguineos, j& que ambas sd0 substancias
alcalinizantes, justificando a elevacdo do pH sanguineo (Fig. 3a e 3b). Aliado a isso, observou-
se tendéncia de menores indices de iCa (P=0,09; Fig 4.) no sangue de animais claudicantes,
sendo que esse ion participa da regulacdo do equilibrio acido-basico. Isso pode ser justificado
pela forma com que esse ion é liberado na circulacdo, visto que o paratormoénio, principal
horménio envolvido na retirado do calcio do 0sso, tem maior sensibilidade ao pH sérico acido.

A queda do pH pode estar envolvida na etiopatogenia da laminite, principal
enfermidade causadora de dificuldades de locomog¢édo em bovinos (NOCEK, 1997; SHEARER,
2006). Ainda ndo se conhece exatamente qual fator determina o aparecimento da inflamacéo
no tecido lamelar, bem como a extenséo dessa inflamagdo em outras estruturas do casco tanto
em bovinos (THOEFNER et al., 2005) quanto em equinos (LINFORD, 2006), outra espécie em
que a laminite tem grande importancia clinica e econémica.

Em bovinos, existem diversas teorias que buscam explicar a laminite. A teoria
isquémica tem sido a mais aceita, pois acredita-se que a acidose ruminal provoca a liberacéo de
substancias vasoativas na corrente circulatoria, causando alteragdes vasculares no cdrio digital
levando a laminite (NICOLETTI, 2004). Em virtude das alteragdes vasculares reduzirem o
aporte de nutrientes e oxigénio para a camada de celulas vivas da epiderme, as fases de
proliferacdo e diferenciacdo das ceélulas epidermais ficam comprometidas resultando em
formacgéo de estrato corneo macio e de baixa qualidade que por consequéncia predispde o
animal a apresentar lesGes associadas a laminite (SHEARER, 2006). Neste contexto, o efeito

compensatdrio da acidose ruminal é a alcalose metabdlica, ou seja, o organismo tenta equilibrar
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a desregulacdo do equilibrio acido/basico através da liberacdo de alcalis na circulacdo. Essa
compensacao fisiologica em busca da homeostase foi comprovada neste trabalho, ja que as
vacas claudicantes que detinham pH ruminal menor, apresentaram elevacdo no pH sanguineo
guando comparadas com vacas saudaveis. Portanto apresentaram um quadro de alcalose
metabolica, tendo em vista que o limite superior fisiologico € 7,45. Tal alteracdo no pH se deve
a aumento de HCO3 na circulacdo, como evidencia este estudo.
Em conclusdo, vacas claudicantes apresentam acidose ruminal, suportado pela
diminuicao do pH ruminal, em consequéncia, parece que como mecanismo compensatorio, esses
animais podem desenvolver alcalose metabdlica possuindo efeitos no perfil hemogasométrico de

vacas claudicantes.
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Figura 3a. Niveis sanguineos de BE de vacas saudaveis e claudicantes. Figura 3b. Niveis
sanguineos HCO3 de vacas saudaveis e claudicantes.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar possiveis alterac6es a nivel clinico, sérico e histolégico
de animais com altos niveis de lipopolissacarideo (LPS) exdgeno. Foram utilizadas 16 novilhas
de corte, em torno de 14 meses de idade, pesando aproximadamente 330 kg, clinicamente
saudaveis, manejadas em sistema intensivo com livre acesso a agua. Os animais foram divididas
em dois grupos: o grupo LPS (n=8), que recebeu duas aplicacbes de 2 mL de solugéo salina
contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS via intravenosa, com intervalo de 24 horas; e o
grupo controle (n=8) que recebeu duas aplicacdes de 2 mL de solucdo salina com o0 mesmo
intervalo de tempo. Todos o0s animais receberam uma coleira com acelerémetro para avaliacao
do comportamento. Foi realizado exame clinico geral, mensuracdo da temperatura corporal e
coleta de sangue as 0, 4 e 8 horas ap6s dois desafios com LPS, sendo a hora 0 0 momento da
infusdo do LPS ou solucdo salina. No sangue, foi realizado hemograma e analisada a atividade
de paroxonase-1 (PON1). Quatro dias ap0s a primeira aplicacdo de LPS, todos os animais foram
abatidos e foi realizada a coleta das laminas epidérmicas e coxim digital, para analise
histologica. A temperatura corporal do grupo LPS foi superior quatro horas apos cada desafio
(P<0,05). A contagem de leucdcitos totais foi inferior no grupo LPS (P<0,05). A frequéncia
cardiaca também foi afetada pelo desafio com LPS (P<0,05) e a frequéncia respiratdria nao
diferiu entre grupos. O grupo LPS apresentou maior tempo de atividade do que o grupo controle
(P<0,05), o tempo de ruminacéo e ocio ndo diferiu entre grupos. Nenhum animal apresentou
algum sinal de anormalidade compativel com algum tipo de patologia através da analise
histolégica. Em concluséo, o desafio com LPS exdgeno mostrou ser eficiente na simulagéo de
liberacdo de LPS in vivo, suportado pelo aumento de temperatura, leucograma e frequéncia
cardiaca. No entanto, o desafio com LPS néo foi capaz de gerar alteracGes a nivel de tecido
laminar podal compativeis com laminite. Sendo assim, torna-se necessario a realizagdo de mais

estudos que permitam melhorar a compreenséo da relacdo de acidose ruminal e laminite.
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Abstract

The aim of this study was to verify possible alterations at clinical, serum and histological state
of animals with high exogenous LPS levels. The experimental utilized 16 beef heifers, with 14
months of years old, body weigh £330 Kg, clinically healthy, submitted to an intensive system
with free access to water. The animals were divided into two groups: LPS group (n=8), were
infused intravenously (i.v.) 2 mL of sterile saline containing with 0.5 pg of LPS/Kg of body
weight (BW), with interval of 24 hours; and control group (n=8), received 2 infused i.v. 2 mL
of sterile saline with the same interval. The behaviour of all the animals were monitored by
collars. At 0 (moment of infused LPS/ NaCl), 4 and 8 hours, during the two intervals, were
realized clinical exam, body temperature mensuration and blood samples were collected for
blood counts and for analysis of the activity of paraoxonase-1 (PON1). Four days after the first
LPS application, all animals were slaughtered and the epidermal leaf and digital cushion were
collected for histological analysis. The body temperature of the LPS group was higher four
hours after each challenge (P <0.05). The total leukocyte count was lower in the LPS group (P
<0.05). The heart rate was also affected by the LPS challenge (P <0.05) and the respiratory rate
did not differ between groups. The LPS group presented higher activity time than the control
group (P <0.05), the rumination and leisure time did not differ between groups. No animal
showed any signs of abnormality compatible with some type of pathology through histological
analysis. In conclusion, challenge with exogenous LPS was shown to be efficient in the
simulation of LPS release in vivo, supported by increased temperature, leukogram and heart
rate. However, the challenge with LPS was not able to generate laminitis changes in lamellar
tissue compatible with laminitis. Therefore, it is necessary to carry out further studies to

improve the understanding of the relation of ruminal acidosis and laminitis

Introducéo

A claudicacdo é uma questdo fundamental na producéo leiteira, que esta relacionada ao
bem-estar e pode causar desconforto e dores persistentes (Green et al. 2002, Vermunt 2007).
As afeccOes locomotoras constituem um tema importante de bem-estar devido a sua alta
prevaléncia em rebanhos distribuidos ao redor do mundo e aos consequentes efeitos debilitantes
(Bicalho et al. 2007, Cook 2003). A incidéncia de claudicacao tem sido crescente no decorrer
dos anos. Dados britanicos mostram a evolucdo das taxas de incidéncia em rebanhos leiteiros
sendo 4% em 1960, 11% em 1977, 25% em 1983, 54,6% em 1996 e 68,9% em 2000 (Blowey
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2008). No Brasil, Barbosa et al. (2018) encontraram 42,8% de animais claudicantes submetidos
a manejo semiextensivo de alimentacdo.

Estima-se que as perdas econémicas causadas por claudicacGes em vacas leiteiras s6 sao
menores que 0s prejuizos causados por mastites e doencas do trato reprodutivo (Greenough
2007). As claudicacoes interferem diretamente na producdo de leite causando perda estimada
de mais de 20% da lactacdo em casos graves e exercendo efeitos diretos sobre a reproducdo na
medida em que reduzem a manifestacdo de cio e a taxa de concepcao, além de interferirem
diretamente na incidéncia de mastite do rebanho (Ferreira 2003).

Apesar da laminite ser considerada uma doenca de etiologia multifatorial em que, a
associacdo entre o ambiente, 0 manejo e a condicdo corporal estdo sendo discutidas como
fatores que contribuem para a ocorréncia da doenca. O manejo nutricional ainda é considerado
um componente chave no desenvolvimento de doencas podais, visto que animais submetidos a
dietas com elevado teor de carboidratos podem desenvolver acidose ruminal, que por sua vez,
possui relagdo direta com a laminite (Enemark 2008, Nocek 1997).

A laminite é definida como a inflamacao das laminas da parede do casco de bovinos e
equinos. Sua fisiopatologia envolve degeneracdo, necrose e inflamacdo das laminas. Essa
patologia também é chamada de pododermatite asséptica difusa ou de coriose (Nicoletti 2004).
Ainda ndo se conhece exatamente qual fator determina o aparecimento da inflamacéao no tecido
lamelar, bem como a extensdo dessa inflamagé@o em outras estruturas do casco tanto em bovinos
(Thoefner et al. 2005) como em equinos (Linford 2006).

Existem algumas teorias sobre a fisiopatologia dessa afeccdo, como por exemplo a
isquémica, a toxico-enzimatica, a da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e da
insulinor-resisténcia. Porém, a patogenia mais aceita pela comunidade cientifica se configura
da seguinte forma: apos a ingestdo de grdos, ricos em carboidratos, ocorre a multiplicagdo de
bactérias Gram-positivas (Streptococcus bovis e Lactobacillus sp) no rimen com a producéo
resultante de 4&cido latico. O &cido latico, por sua vez, leva a ativagdo de enzimas
metaloproteinases e diminuicdo do pH intra-luminal (acidose), resultando na morte de bactérias
Gram-negativas e liberacdo de endotoxinas presentes em suas estruturas, os lipopolissacarideos
(LPS). Concomitantemente, respostas inflamatdrias (edema e hemorragia) ocorrem na mucosa
levando a um aumento de permeabilidade vascular com consequente absor¢ao destas toxinas,
principalmente LPS, pela corrente sanguinea, desencadeando disturbios endotoxémicos e
deflagrando o inicio do processo da pododermatite asséptica (Bailey et al. 2004).

A comprovagéo da relacdo de acidose induzida experimentalmente com sobrecarga de

oligofrutose ou através da dieta e a ocorréncia de laminite foi comprovada tanto em equinos
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como em bovinos (Nilsson 1963, Thoefner et al. 2005), todavia 0 mecanismo de agéo que
envolve LPS e inflamacdo até entdo sdo especulados sem uma comprovacao cientifica de como
uma acidose ruminal poderia desencadear uma laminite.

As endotoxinas ou LPS sdo componentes da parede celular de bactérias Gram-negativas,
constituidos de uma cadeia lateral O-especifica, um ndcleo de polissacarideos e lipideo A
(Andersen 2003). A proliferagdo ou destruicdo de grandes quantidades de bactérias Gram-
negativas leva a formacao de endotoxinas livres em quantidade suficiente para serem absorvidas
na circulacdo. A interacdo das endotoxinas com o sistema imune inicia uma cascata de eventos
levando a consequéncias graves, especialmente na microcirculacdo (Smith 2005). Fagdcitos
mononucleares, sob influéncia das endotoxinas, produzem citocinas pro-inflamatérias como
interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa. A liberacdo desses mediadores
estimula a producéo hepatica de proteinas de fase aguda, como amiloide sérica A, haptoglobina,
proteina ligante de lipopolissacarideo e fibrinogénio (Danscher et al. 2010, Dong et al. 2011).
Acredita-se que o papel das endotoxinas na laminite se deva aos seus efeitos hemodinamicos
no corio, como lesdo endotelial, a formacdo desordenada de coagulos ou ao seu papel como
ativador de enzimas degradadoras de colageno no corio (Greenough 2007).

Diante do que foi descrito, é visivel que o LPS tem papel fundamental nas inter-relaces
metabolicas que iniciam em acidose e culminam com laminite. Todavia, a mensuragéo ou o
isolamento do efeito deste LPS ainda € pouco estudado. Sendo assim, a hipotese deste trabalho
é que animais submetidos a altos niveis de LPS exdgeno apresentardo alteracdes clinicas, sérias
e/ou histoldgicas principalmente no que se refere a sistema locomotor. J& o objetivo deste
projeto foi verificar possiveis alteracdes a nivel clinico, séricas e/ou histolégico de animais com

altos niveis de LPS exogeno.

Materiais e métodos

O estudo avaliou o efeito a curto prazo do desafio com LPS sobre metabolismo e suas
possiveis consequéncias a nivel sérico e/ou laminas epidermais do casco. O modelo
experimental escolhido foram novilhas, pois estas tiveram menos exposic¢ao ao LPS durante sua
vida, quando comparada a uma vaca multipara. A dose utilizada baseou-se em um estudo prévio
realizado por (Waldron et al. 2003).

Foram utilizadas 16 novilhas de corte de raca europeia (Hereford/Angus), em torno de
14 meses de idade, pesando aproximadamente 330kg, clinicamente saudaveis, manejadas em
sistema intensivo com livre acesso a dgua. Os animais permaneceram alocados em um galpao

coberto, com aberturas laterais, ficando divididos por baias, em um total de 8 animais/baia. No
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periodo do estudo, receberam uma dieta a base de silagem de milho, farelo de soja e gréo de
milho, contendo 60 % de matéria seca, 65 % de NDT, 26,8% de FDN e 12,6% de proteina bruta,
além de livre acesso a agua. Optou-se pela utilizacdo de uma dieta com uma proporcéao de 60%
volumoso e 40% concentrado para evitar quadros de acidose e alteragdes nos resultados (NRC
1996).

As novilhas foram separadas em dois grupos: o grupo LPS (n=8), que recebeu duas
aplicagdes de 2 mL de solucdo salina (0,9% de Nacl) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de
LPS (Sigma Aldrich Missouri, EUA) via intravenosa, com intervalo de 24 horas; e 0 grupo
controle (n=8) que recebeu duas aplicacdes de 2 mL de solucdo salina (0,9% de Nacl) com o
mesmo intervalo de tempo (Fig. 1). Todos os procedimentos realizados neste experimento
foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS, Brasil (Protocolo 9364).

Controle da ingestao de alimento e comportamento dos animais

Todos os animais receberam uma coleira com acelerémetro (Chipinside), para
avaliacdo do seu comportamento, sendo coletado os dados de tempo de Gcio, atividade e
ruminacao de cada animal em 24 horas. Além disso, foi realizada a pesagem da dieta ofertada
aos animais e das sobras, no turno da manhé e da tarde.

Avaliacao clinica

Para a realizacdo do exame clinico os animais foram contidos em um brete e foi
realizada a avaliacdo da temperatura retal, frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria
(FR) e movimentos ruminais (MR).

Nos dias das aplicagdes do LPS (D1 e D2) os animais foram avaliados antes do
tratamento e 4 e 8 horas pds desafio. Nos demais dias, os animais foram avaliados 1 vez ao dia
com intervalos de 24 horas.

A temperatura dos animais foi registrada a cada 30 minutos durante todo o periodo
experimental, considerando a hora 0 como 0 momento da primeira aplicagdo de LPS, assim, a
segunda aplicacdo foi realizada na hora 24. Para isso, foi utilizado termdmetro data logger
(Ibutton, Thermochron, Whitewater, USA). Além disso, fez-se a avaliacdo da temperatura nas

horas 0, 4 e 8 dos dias D1 e D2 através de termometro digital.
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Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas através do complexo arteriovenoso da coccigeo com
a utilizacdo de sistema Vacutainer (BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brasil). As coletas foram
realizadas concomitantemente as avaliacbes clinicas e, ap0s a coleta, os tubos foram
centrifugados e o soro foi armazenado em eppendorfs para posterior anélises.

Para determinacdo da atividade PONL1 serica foi utilizado um protocolo previamente
descrito (Browne et al. 2007). Brevemente, foi utilizado um tampé&o Tris/HCI 20 mM, contendo
1 mM de cloreto de célcio e 4mM de fenilacetato como solucao de trabalho. As amostras foram
diluidas (1:3) em Tampdo 20mM Tris/HCI. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro,
adicionando-se 3,3 uL da amostra diluida em 500 pL da solugdo de trabalho. O comprimento
de onda utilizado foi de 270 nm e um tempo de leitura de 1 minuto. A atividade da enzima foi
determinada pela seguinte formula: A Absorbancia x 115 x 3. A atividade da PON1 foi expressa

em U/mL.

Coleta de tecido
No dia do abate foi realizada uma coleta das laminas epidérmicas e do coxim digital.
Uma amostra foi destinada a avaliacdo histoldgica e outra foi armazenada em criotubos

contendo trizol e acondicionada em nitrogénio liquido para posterior avaliagao.

Avaliacao histolégica

Seguinte a abertura dos digitos foi realizada a divulsdo e sec¢do do coxim digital
completo e tecido laminar na regido préximo distal dorsal da unha de todos os digitos dos
membros coletados (Fig. 2). A fixacdo foi realizada, com solugdo de formalina a 10% para
posterior processamento histologico (Luna 1968).

Apds os recortes e aparas das amostras que possuem a finalidade de remover as areas
manipuladas com as pingas histoldgicas, as amostras de tecido laminar e coxim digital foram
processadas seguindo a metodologia tradicional de processamento histoldgico, com posterior
inclusdo em blocos de parafina, conforme técnica de rotina. Na sequéncia, cortes histologicos
de 5 um de espessura foram montados em laminas histoldgicas e corados pelas técnicas de

hematoxilina e eosina (H&E) e acido periodico de Shiff (PAS) (Luna 1968).

Morfo quantificacdo tecidual
As avaliacOes histologicas referentes ao tecido laminar foram realizadas conforme

descrito por (Thoefner et al. 2005) que elencou em seu trabalho caracteristicas histopatoldgicas
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que podem representar possiveis lesdes causadas por laminite induzida experimentalmente e
segundo Mendes et al. (2013) que caracterizou escores como forma de quantificagdo. Nas
laminas coradas com H&E foi avaliado a morfologia das células epidermais, presenca e grau
de infiltrado inflamatdrio, hemorragia, congestdo e afunilamento e estiramento das laminas

epidermais.

Resultados

No presente trabalho nenhum animal apresentou algum sinal de anormalidade
compativel com algum tipo de patologia através da analise histolégica (Fig. 3). Os animais
desafiados (LPS) apresentaram uma contagem de leucdcitos totais inferior ao grupo controle
(LPS: 12884,64+1129,17; Controle: 17029,54+1129,17; P=0,02). Além disso, ao avaliar a
proporcéo de leucdcitos totais no decorrer das horas apds as infusdes de LPS (Fig. 4), observou-
se a reducdo leucométrica na hora quatro (P=0,00005) nos animais desafiados.

O grupo LPS apresentou FC aumentada durante todo o periodo quando comparado
com o grupo Controle (Fig. 5). Ndo houve diferenca na frequéncia FR entre grupos (Figura6).
A temperatura retal dos animais desafiados com LPS foi maior (P<0,05) 4 horas ap6s cada um
dos desafios (Fig. 7), caracterizando a resposta sistémica. O tempo de ruminacéo e 6cio nao
diferiu entre os grupos, mas a atividade foi menor nos animais desafiados. (Fig. 8).
Adicionalmente, a atividade sérica de PON1 ndo diferiu entre o grupo LPS e o controle (Fig.
9).

Discusséo

O conhecimento das caracteristicas histoldgicas normais da juncdo derme-epiderme do
casco de bovinos é fundamental para o entendimento da sua fisiologia e biomecanica. Por sua
vez, a caracterizacdo das alteracOes teciduais que ocorrem durante a laminite auxilia na
compreensdo da fisiopatologia desta afec¢do (Mendes et al. 2013).

Sendo assim, no presente trabalho nenhum animal apresentou algum sinal de
anormalidade compativel com algum tipo de patologia através da analise histoldgica (Fig. 3.).

A respeito das alteracGes histoldgicas na laminite, a literatura sobre a espécie equina €
muito vasta. O estudo detalhado das alteracfes histopatoldgicas do casco de equinos com
laminite contribuem para o melhor entendimento desta doenca na espécie (Faleiros et al. 2009,
Faleiros et al. 2011, Visser e Pollitt 2011). Ja na espécie bovina, sdo escassos 0s estudos de
natureza histopatoldgica no casco de animais com laminite. Este pode ser um fator limitante

para 0 avanco no entendimento da doenca.
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Os relatos na literatura cientifica abordam as alteracGes histopatoldgicas do casco de
bovinos com laminite naturalmente adquirida (Nilsson 1963) ou induzida (Danscher et al. 2010,
Nilsson 1963, Thoefner et al. 2005). Os achados histopatologicos geralmente estdo ligados a
inflamacdo e as modificacbes na morfologia das células epidermais e da membrana basal
(Danscher et al. 2010, Mendes et al. 2013, Nilsson 1963, Thoefner et al. 2005). Entretanto, em
um trabalho com animais sem laminite foram detectados aumento da expressdo de colageno nas
laminas dermais e desvio do eixo queratinizado das ldaminas epidermais em funcédo do periodo
periparto. Estas alteracdes foram hipoteticamente implicadas nas lesbes podais do periodo
periparto (Tarlton et al. 2002). Assim, é possivel pressupor a existéncia de alteracbes na
estrutura tecidual do casco ndo ligadas a inflamacdo, ou a modificacdo das células epidermais
e da membrana basal que possam estar relacionadas a laminite.

Em bovinos de corte, mesmo modelo experimental utilizado no presente estudo, com
supercrescimento da sola foram descritos hiperplasia do epitélio das Iaminas epidermais da
regido dorsal do casco, arteriosclerose e formacdo de trombos em pequenas arteriolas. A
presenca destas lesGes configura um diagndéstico de laminite crénica, que possivelmente esteve
ligada a superalimentacdo, apesar da dieta dos animais neste estudo ser desconhecida (Singh et
al. 1993). Ja em modelo experimental de laminite aguda por oligofrutose, foram descritos o
arredondamento das células epidermais, a reducdo da densidade de sua cromatina (Danscher et
al. 2010, Thoefner et al. 2005), afilamento da l&mina epidermal, colapso da membrana basal,
edema, hemorragia e infiltrado leucocitario na derme da regido dorsal do casco (Thoefner et al.
2005).

Acredita-se que os eventos metabolitos que envolvem as alteracdes podais compativeis
com laminite oriundas de uma acidose ruminal sejam causados pela introduc¢édo do LPS vindo
da morte das bactérias ruminais causando uma endotoxemia com efeitos sistémicos graves que
culminariam com sequelas a nivel de metabolismo podal, principalmente laminas epidermais e
membrana basal (Faleiros et al. 2009, Tarlton et al. 2002). Todavia, atraves do presente estudo,
onde foi feita a simulacdo exatamente deste processo, ndo foi possivel comprovar tais
resultados.

Sendo assim, é possivel especular que a exposi¢do ao LPS, apesar de ter sido efetiva,
pode ndo ter permanecido por um tempo suficientemente longo na circulagao para que o animal
apresentasse as alteracdes ja encontradas em outros estudos (Danscher et al. 2010, Mendes et
al. 2013, Nilsson 1963, Thoefner et al. 2005). Porém, outra hipdtese seria que, embora a acidose

ruminal seja comprovadamente relacionada com sequelas a nivel podal com aparecimento de
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sinais de laminite, o LPS pode néo ser a causa do desencadeamento do processo que faz com
que ocorra tais patologias.

Os animais desafiados (LPS) apresentaram uma contagem de leucdcitos totais inferior
ao grupo controle (LPS: 12884,64+1129,17; Controle: 17029,54+1129,17; P=0,02). Além
disso, ao avaliar a proporcao de leucocitos totais no decorrer das horas apoés as infusdes de LPS
(Fig. 4), observou-se a reducdo leucométrica na hora quatro (P=0,00005) nos animais
desafiados. Analisando os efeitos sobre os subgrupos de leucdocitos, Diez-Fraile et al. (2003)
concluiram que ha uma diminuicdo sérica das células polimorfonucleadas em vacas leiteiras
em decorréncia das alteragdes nas moléculas de adesdo (Lselectina e B2 — integrinas). Mais
especificamente, Periasamy et al. (2018) observaram a apoptose de neutrofilos de bovinos entre
trés a seis horas apos as infusdes LPS como consequéncia da disfuncdo mitocondrial. No estudo
desenvolvido por Pefiailillo et al. (2016) em coelhos, cuja administracdo também foi via
intravenosa, houve na hora quatro a diminui¢cdo do numero de linfécitos em virtude do sequestro
rapido dessas células em resposta a invasdo. Além disso, também averiguaram a ocorréncia de
alteracdes com menor intensidade nas horas subsequentes a segunda aplicacdo, o que sugere 0
desenvolvimento de tolerancia ao LPS. Um padrdo semelhante pode ser observado em nosso
estudo, onde a reducdo nos niveis de leucdcitos totais foi mais marcada apds a primeira
aplicacdo, demonstrando claramente uma resposta inerente a infusdo de LPS, havendo um
retorno gradual aos niveis iniciais, porém somente equilibrando-se novamente ap6s 48 horas
do desafio. Isso indica o potencial imunossupressor do LPS (mesmo que de forma
artificial/induzida) no organismo animal. Assim, pressupde-se um maior impacto na contagem
de leucdcitos totais em situac6es de infec¢fes mais agudas e/ou prolongadas.

Avaliando a FC, pode-se observar que o grupo LPS apresentou FC aumentada durante
todo o periodo quando comparado com o grupo Controle (Fig. 5), sendo que os valores
fisiolégicos se encontram entre 60 e 80 bpm (Feitosa 2008). Esse efeito pode ser devido a
capacidade do LPS em estimular a producéo de oxido nitrico (Cerqueira e Yoshida 2002) que,
por sua vez, promove vasodilatacao, e producdo de citocinas como interleucina-1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) que estimulam a degranulagdo de plaquetas ¢ aderéncia de
leucdcitos ao endotélio (Beyaert e Fiers 1998), sendo capazes de promover a hipotensdo e
aumento da permeabilidade vascular 0 que torna o sangue mais Vviscoso e concentrado
diminuindo a perfusdo tecidual (Gerros et al. 1995). Como resposta compensatoria, ha a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, liberacdo hormonal de renina-angiotensina-aldosterona
e do hormdnio antidiurético, além da reducdo da pressdo hidrostatica nos capilares sanguineos.

Devido a esses mecanismos, ha um aumento da retencéo de liquidos e vasoconstri¢ao periférica,
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resultando na elevacdo do volume circulatorio, débito cardiaco e perfusdo tecidual (Bistner et
al. 2002), explicando, assim o0 aumento da FC.

Ao analisar a FR, (Fig. 6) ndo houve diferenca entre grupos, ocorrendo um aumento
progressivo ao longo do tempo, valores fisiologicos estdo na faixa de 10 mrpm a 30 mrpm
(Feitosa 2008), sendo que o dia 3 foi diferente do dia 1 e dia 2, 0 e 4 horas (Fig. 2). Sabendo
que o LPS altera a distribuicdo do fluxo sanguineo, era esperado que houvesse um desequilibrio
entre a demanda tecidual e a oferta de oxigénio, ocasionando um quadro onde ha tecidos com
elevado fluxo sanguineo, mas insuficiente para atender as necessidades metabdlicas (Siqueira
e Schmidt 2003). Apesar de néo ter havido diferenga entre os grupos (possivelmente por uma
baixa dose de endotoxina), tanto o grupo controle quanto o grupo LPS apresentaram FR acima
do fisiologico € provavel que essa taquipneia seja explicada devido ao manejo diario ja que,
como eram animais de corte, ndo estavam acostumados com essa manipulacdo, sendo assim,
um estresse para esses animais. J& é relatado que animais em situacdo de estresse liberam
glicocorticéides, os quais possuem acdo anti-inflamatéria e imunossupressora, além de
liberarem catecolaminas que promovem maior circulacdo sanguinea (Breazile 1987). Esse
mesmo efeito ocorre com a presenca de endotoxina, levando a alteracdo do fluxo sanguineo e
como mecanismo compensatério, ocorre a aceleracdo do ritmo respiratorio.

Ocorreu um aumento (P<0,05) de temperatura 4 horas ap6s o desafio no grupo LPS (fig.
7), considerando-se que os valores fisiologicos situam-se entre 38°,4°C a 39,2°C (Feitosa 2008).
Segundo Quinn et al. (2005), baixas concentraces de LPS induzem febre devido a liberacao
de pir6genos enddgenos, como interleucina-1 e fator de necrose tumoral dos leucocitos. Essas
citocinas pré-inflamatorias proporcionam a liberacdo de prostaglandinas as quais agem no
centro termorregulador hipotaldmico alterando o limiar da termorregulacdo para uma
temperatura mais alta, promovendo, assim, mecanismos de aumento de temperatura do corpo
acima dos niveis homeostaticos (Cruz-Machado 2018). Conforme Andersen (2003), acredita-
se que a resposta de hipertermia inicial tenha um tempo de laténcia de aproximadamente uma
hora e que, se houver um segundo pico, ele aparecera aproximadamente quatro horas apés a
aplicacdo do LPS.

Os resultados clinicos (FC, FR) e hematoldgicos, assim como a temperatura, acima
descritos, comprovam que a simulacdo com doses baixas de LPS simularam de forma efetiva
uma inflamacdo sisttmica com mesma etiologia, quando comparadas as reacOes
fisiologicamente apresentadas por animais sob as mesmas circunstancias em situagoes

patoldgicas espontaneas.
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Ao analisar o comportamento dos animais foi possivel diagnosticar uma diminuicao da
atividade no grupo LPS, fato esse até entdo esperado justamente por esses animais estarem
apresentando sinais caracteristicos de inflamacdo, como ja foi mencionado nos resultados de
hemograma e avaliacdo clinica, que culminariam com reagdes de prostracdo e diminuicdo da
atividade por tais motivos. A ruminacédo e o dcio ndo diferiram entre grupos. Acredita-se que
um dos motivos de tal resultado seja que: animais de confinamento ja detém tais analises, de
certa forma, comprometidas pela forma que sdo manejados, sendo assim somente variacoes e
desafios mais bruscos e por um maior periodo de tempo talvez tenham impactos de maior
relevancia.

Embora o LPS tenha gerado uma resposta sistémica, as doses utilizadas nao afetaram a
atividade sérica de PON1 durante o periodo estudado, quando comparado ao grupo controle,
diferente do reportado por Campos et al. (2017), que observaram uma diminui¢do da atividade
sérica de PON1 decorrente do desafio com uma unica dose de LPS (2,5 ng/kg de peso corporal).
Isso ocorreu, provavelmente, porque antes do primeiro desafio com LPS (-24 horas) o grupo
controle ja apresentava menor atividade de PON1 do que o grupo LPS. Alguns fatores podem
interferir na atividade sérica da PON1 em bovinos, como idade e estado de saude dos animais
(Folnozi¢ et al. 2015), porém um fator muito importante é variabilidade genética, como no caso
dos SNP’S (Polimorfismos de nucleotideo unico) relatados por Silveira et al. (2015), que
reportou varios gendtipos da enzima em bovinos e sua associacdo com a atividade sérica da
PONL1.

Contudo, o desafio com LPS intravenoso mostrou-se eficiente para simular a liberacao
de LPS in vivo, suportado pelas alteraces clinicas (FR, FC, temperatura retal) e mudancas no
leucograma. Entretanto, o LPS néo gerou alteracdes a nivel de tecido laminar podal compativeis
com laminite. Sendo assim, torna-se necessario a realizacdo de mais estudos que permitam
melhorar a compreensao da relacdo de acidose ruminal e laminite. Somado a isso, é necessario
determinar se um periodo maior de exposi¢do ao LPS poderia afetar o metabolismo podal. O
melhor entendimento das rotas que fazem com que uma acidose ruminal leve a uma laminite

sdo de vital importancia para que seja compreendida a patogenia desta enfermidade podal.

Conflitos de interesse

Nao temos conflitos de interesse a declarar.
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Fig. 3. Epitélio laminar sem alteracdo. HE. Objetiva de 40x.
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4 Consideracdes Finais

Além da toxicidade ao animal, a poluicdo do meio ambiente podera impedir a
continuidade do uso de pedilivios futuramente, o que geraria elevados custos de
produgéo em virtude das doengas decorrente do ndo uso. Sendo assim a utilizagédo
de modelos inovadores como o0 REC-System serdo uma nova realidade em fazendas
leiteiras.

A implantacdo de praticas de execucdo do ECC e EL como rotina nas
propriedades rurais tem o potencial de possibilitar a visualizacdo da oscilagédo do
status metabdlico do rebanho e suas possiveis causas/consequéncias ao sistema
locomotor de bovinos ao longo do tempo, podendo assim tomar medidas de controle
e profilaxia. Além disso a execucdo desses exames no periodo seco se mostrou tdo
fundamental quanto durante a lactagéo.

Exames hemogasométricos parecem ser uma forma eficiente de detectar
repercussdes metabdlicas de vacas claudicantes oriundas de acidose ruminal.

O LPS néao gerou alteracdes a nivel de tecido laminar podal compativeis com
laminite. Sendo assim, torna-se necessario a realizacdo de mais estudos que
permitam melhorar a compreenséao da relacédo de acidose ruminal e laminite. O melhor
entendimento das rotas que fazem com que uma acidose ruminal leve a uma laminite
sao de vital importancia para que seja compreendida a patogenia desta enfermidade

podal.
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Pelotas, 14 de margo de 2018

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada <“Efeitos da administragao
intramuscular de Butafosfan e Cianocobalamina no pés-parto de vacas leiteiras
sobre a ocorréncia de cetose subclinica e desempenho produtivo e reprodutivo”,
processo n° 23110.009378/2016-01, sob a responsabilidade de Marcio Nunes Corréa -
que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu
parecer FAVORAVEL a sua execucido pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal, em reunido de 12/03/2018.

Finalidade ( X') Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizagéo 16/03/2018 a 01/01/2019
Espécie/linhagem/raca Bovina/Holandés
N° de animais 175
Idade 4 anos
Sexo Fémeas
Origem Fazenda no municipio do Capéo do Ledo/RS

Cddigo para cadastro n° CEEA 9378-2016

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello
Felix

Presidente da CEEA
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Pelotas, 08 de abril de 2011
De: Prof. Dr. Orlando Antonio Lucca Filho
Presidente da Comissiio de Etica em Experimentaglio Animal (CEEA)
Para: Prof. Marcio Nunes Correa

Faculdade de Veterindria

Senhor(a) Professor(a):

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Resisténcia a Insulina em ruminantes
¢ sua relagho com hipomagnesemia ¢ hipocalcemia®, processo n® 23110,
002563/2011-51 sendo de parccer FAVORAVEL a sua execuglio considerando ser o
assunto pertinente ¢ a metodologia compativel com os principios éticos em
experimentagiio animal ¢ com os objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo & CEEA.

Salientamos também a necessidade deste Projeto ser cadastrado junto a0
Departamento de Pesquisa para posterior registro no COCEPE (Cédigo para Cadastro n®
CEEA 2563).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Mefh:im. 3
mr.h/ ; M Filho

Presidente da CEEA

Ciente em:
woiynon

Assinatura do Professor :
) 74 . };/7‘
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 26/2018/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.009364/2018-41
INTERESSADO: CASSIO CASSAL BRAUNER

Pelotas, 12 de abril de 2018

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Utilizacdo de um composto a base de butafosfan e
cianocobalamina: atuacio no sistema reprodutivo”, processo n° 23110.009364/2018-42,
sob a responsabilidade de Cassio Cassal Brauner - que envolve a producdo, manutencgdo ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdao Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execucio pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal, em reunido de 09/04/2018.

Finalidade ( X') Pesquisa () Ensino

Vigéncia da autorizacdo |[01/05/2018 a 21/12/2022

Especie/linhagem/raca Bovina/Angus, Hereford e Holandés
N° de animais 72

Idade 14-16 meses

Sexo Fémeas

Fazendas comerciais dos municipios de S&o Lourenco

Origem [do Sul e Rio Grande/RS




Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO para
posterior registro no COCEPE (cddigo para cadastro n® CEEA 9364-2018).

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO
FELIX, Médico Veterinario, em 12/04/2018, as 14:00, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de
8 de outubro de 2015.

1
jelo A
« [9
assinatura
eletrdnica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o
cddigo verificador 0109124 e o cédigo CRC 4A538880.

Referéncia: Processo n2 23110.009364/2018-41
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https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&amp;id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&amp;id_orgao_acesso_externo=0

