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RESUMO

A toxemia da prenhez (TP) é uma desordem caracterizada por transtornos no perfil
metabdlico energético, proteico, mineral e hormonal, com sinais clinicos evidentes,
ocorrendo perdas de fetos e matrizes que podem exceder a 80% dos animais
acometidos. Em cabras e ovelhas com TP a cetonemia pode atingir até dez vezes a
concentracdo normal no sangue, gerando altas quantidades de radicais livres que
exercem acdo citotoxica nas membranas dos tecidos alterando sua permeabilidade,
reduzindo a acdo dos agentes antioxidantes e ocasionando danos ao coracdo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do transtorno metabdlico provocado pela TP na
funcdo do musculo cardiaco, usando biomarcadores cardiacos especificos como
Troponina cardiaca | (cTnl), Creatina Quinase banda miocéardica (CK-MB) em cabras e
ovelhas acometidas pela enfermidade. Amostras se sangue foram colhidas de cabras (44
amostras) e ovelhas (55 amostras) diagnosticadas com TP. No soro sanguineo foram
determinadas a troponina I, CK-MB, cortisol, insulina, acidos graxos nao esterificados
(AGNE), beta-hidroxibutirato (-OH), frutosamina, colesterol, triglicérides, proteinas
totais, albumina, globulina, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamil transferase (GGT), creatina quinase (CK). Foi realizada a determinacéo
plasmatica de glicose. Os dados obtidos foram analisados e comparados com grupos de
animais sem TP. Na analise estatistica foi empregado a andlise de variancia (ANOVA)
e teste t de Student, com nivel de 5% de significancia (p<0,05%), utilizando-se o
programa computacional MINITAB® 18. Foram constatadas maiores concentracdes
séricas de cTnl em cabras e ovelhas que tiveram TP e vieram a ébito quando comparado
ao grupo TP que tiveram alta clinica, e estes diferiram do grupo dos animais sem TP. A
concentracdo sérica de CK-MB nos animais acometidos com TP que vieram a ébito
foram maiores em relacdo ao grupo controle. Também foram observadas alteragbes do
perfil energético nas concentracfes de AGNE e B-OH, na atividade enzimatica de CK,
AST e GGT e nos indicadores hormonais como cortisol e insulina. A utilizacdo destes
biomarcadores na rotina clinica pode ser uma boa ferramenta na aplicagdo do
diagnostico e avaliacdo prognostica neste tipo de enfermidade, possibilitando uma
melhor intervencdo terapéutica e diminuindo as perdas de animais e prejuizos
econdmicos.

Palavras chaves: biomarcadores cardiacos, bioquimica clinica, cetose, disturbios
metabdlicos, pequenos ruminantes.



ABSTRACT

Pregnancy toxemia (TP) is a disorder characterized by metabolic, energetic, proteic,
mineral and hormonal disorders, with evident clinical signs, with losses of fetuses and
matrices that can exceed 80% of the affected animals. In goats and sheep with TP,
ketonemia can reach up to 10 times the normal concentration in the blood, generating
high amounts of free radicals that exert cytotoxic action on the membranes of the
tissues, altering their permeability, reducing the action of antioxidants and causing
damage to the heart. The objective of this study was to evaluate the effects of metabolic
disorder caused by PT in cardiac muscle function, using specific cardiac biomarkers
such as cardiac troponin I (cTnl), creatine kinase myocardial band (CK-MB) in goats
and sheep affected by the disease. Blood samples were collected from goats (44
samples) and sheep (55 samples) diagnosed with TP. In serum, troponin I, CK-MB,
cortisol, insulin, non-esterified fatty acids (NEFA), beta-hydroxybutyrate (f-OH),
frutosamine, cholesterol, triglycerides, total proteins, aloumin, globulin, urea, creatinine
, aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), creatine kinase
(CK). Plasma glucose determination was performed. The obtained data were analyzed
and compared with groups of animals without TP. Statistical analysis was used to
analyze variance (ANOVA) and Student's t-test, with a 5% significance level (p
<0.05%), using the MINITAB® 18 computer program. cTnl in goats and sheep that had
TP and died when compared to the TP group that had clinical discharge, and differed
from the group of animals without TP. The serum concentration of CK-MB in the
animals affected with TP that died was higher in relation to the control group. Changes
in the energy profile were also observed in the concentrations of NEFA and B-OH, in
the enzymatic activity of CK, AST and GGT, and in hormonal indicators such as
cortisol and insulin. The use of these biomarkers in the clinical routine can be a good
tool in the application of diagnosis and prognostic evaluation in this type of disease,
enabling a better therapeutic intervention and reducing the losses of animals and
economic losses.

Keywords: cardiac biomarkers, clinical biochemistry, ketosis, metabolic disorders,
small ruminants.
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1. INTRODUCAO

A toxemia da prenhez (TP) é uma desordem caracterizada por transtornos no
perfil metabdlico energético, proteico, mineral e hormonal, com sinais clinicos
evidentes, ocorrendo perdas de fetos e matrizes que podem exceder a 80% dos animais
acometidos (ROOK, 2000, CONSTABLE et al., 2017). Em cabras e ovelhas com TP a
cetonemia pode elevar-se até dez vezes a concentragcdo normal no sangue. Estes corpos
cetdnicos podem gerar altas quantidades de radicais livres que exercem ac¢do citotoxica
nas membranas dos tecidos alterando sua permeabilidade, reduzindo a acdo dos agentes
antioxidantes, podendo ocasionar o comprometimento do funcionamento do coragédo
(THARWAT et al., 2012).

Em humanos a hipercetonemia em pacientes com diabetes acarreta 0 aumento do
estresse oxidativo, gerando espécies reativas de oxigénio que ocasionam lesdes
cardiovasculares (JAIN et al., 2006). Estes radicais livres também desempenham papel
importante nas complica¢fes cardiacas em longo prazo, podendo estar intimamente
envolvidos nos mecanismos de dano tecidual em complicacdes diabéticas (AHMED et
al., 2006).

Os biomarcadores sdo indicadores bioldgicos de processos, eventos ou condi¢des
que ocorram no corpo, podendo indicar estados fisioldgicos (crescimento e
envelhecimento) ou indicar processos patologicos, como doencas cardiacas. A troponina
(cTnl) é um biomarcador de lesdo cardiaca altamente sensivel e especifico, largamente
utilizado na medicina humana em pacientes com infarto do miocardio, septicemia ou
lesdo traumatica miocardica, sendo utilizada para auxiliar no diagnéstico de afeccdes
cardiacas, como também em fornecer prognosticos precisos. Em animais de grande
porte vem sendo utilizada no diagnostico das lesbes cardiacas induzidas
experimentalmente, nas situacbes como miocardite, intoxicacdo por plantas, lestes da
aorta, acidente ofidico, septicemia, babesiose e intoxicagdo por monensina
(MOHAMMED et al., 2010; JESTY, 2012; THARWAT et al, 2012
POLIZOPOULOU et al., 2015).

Apesar da alta especificidade entre as espécies (O’BRIEN et al., 1997), os
reagentes de cTnl utilizados em medicina humana foram validados para uso em algumas
espécies, como bovinos (GUNES et al., 2005, 2008; TUNCA et al., 2008), ovinos
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(TUNCA et al., 2009) e caprinos (KARAPINAR et al., 2016). Cujos resultados foram
validados no diagnéstico da degeneracdo miocardica em animais domésticos (GUNES
etal., 2010).

A Creatina Quinase banda miocardica (CK-MB), também é um biomarcador
cardiaco, utilizada em pacientes humanos com lesdes cardiacas. A CK-MB atinge seu
limite entre 10 a 24 horas nos sintomas iniciais e diminui apos 72 a 96 horas. Em
animais com oclusdo crénica da artéria coronaria esta aumenta significativamente seus
niveis, no entanto nem sempre € um bom indicador de doencas do coracdo, ja que a
mesma também se eleva em lesdes musculo esqueléticas, insuficiéncia renal e danos nos
tecidos apos cirurgia (SHARKEY et al., 2001; VOLZ et al., 2012).

Os prejuizos causados pela TP em cabras e ovelhas ocorrem em muitos lugares
do mundo, também séo descritos varios relatos de sua ocorréncia no Agreste Meridional
de Pernambuco, alguns fatores tém contribuido para o surgimento desta enfermidade na
regido, associado as condic¢des climaticas, incluem-se a disponibilidade de dietas com
inadequada densidade energética bem como praticas inadequadas de manejo. Ha
necessidade de implantar novos meios de avaliagdo progndstica, baseadas no melhor
entendimento dos mecanismos patogénicos desta enfermidade, dando énfase aos
biomarcadores cardiacos e alguns indicadores do perfil energético, proteico, enzimatico
e hormonal, visando a adoc¢do de medidas terapéuticas adequadas precoces, que podem
acarretar melhorias no manejo preventivo e reducdo das perdas de animais nos

rebanhos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do transtorno metabolico provocado pela TP na funcdo do

musculo cardiaco, avaliando os biomarcadores cardiacos especificos, como Troponina |

(cTnl), Creatina Quinase (CK-MB) e alguns indicadores enzimatico, proteico e

hormonal em cabras e ovelhas acometidas pela enfermidade.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Registrar os achados clinicos encontrados com maior frequéncia em ovelhas e cabras

acometidas por TP;

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.24.

2.2.5.

Avaliar a lesdo do masculo cardiaco, nos animais acometidos pela TP,
utilizando biomarcadores especificos como Troponina | (cTnl) e Creatina
quinase banda cardiaca (CK-MB);

Analisar variaveis do perfil proteico, como proteina total, albumina,

globulina, creatinina e ureia;

Analisar a atividade sérica das enzimas Creatina quinase (CK), Aspartato
aminotransferase (AST) e Gama Glutamiltransferase (GGT);

Analisar os indicadores hormonais Cortisol e Insulina;

Avaliar a bioquimica clinica sanguinea dos animais acometidos,
determinando o perfil energético por meio da determinagdo da concentragdo
de beta-hidroxibutirato (B-OH), &cidos graxos ndo-esterificados (AGNES),

glicose, triglicérides, colesterol e frutosamina.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ETIOLOGIA

A TP ¢ definida como um desequilibrio multifatorial do metabolismo energético,
proteico, mineral e hormonal, em cabras e ovelhas no final da gestacdo, gerando
extensos prejuizos a fisiologia animal (CAMPOS et al., 2010; SANTOS et al., 2011;). A
manutencdo adequada das concentracdes plasmética de glicose é fundamental para a
regulacao do perfil energético. O ruminante absorve muito pouco o carboidrato da dieta
como hexose, devendo estes ser fermentados no rimen para a obtencao de acidos graxos
de cadeia curta, principalmente o acetato (70%), propionato (20%) e butirato (10%). O
suprimento de glicose nos ruminantes é realizado quase integralmente pela
gliconeogénese utilizando o propionato e alguns aminoacidos como precursores
(CONSTABLE et al., 2017).

Esta enfermidade comumente acomete cabras e ovelhas no terco final da gestacéo,
geralmente com dois ou mais fetos ou fémeas com caracteristicas reprodutivas de alta
qualidade genética apresentando escore corporal elevado. Ocorre principalmente nos
sistemas intensivos de producdo, sendo relativamente rara em unidades de pastejo
extensivo, visto em casos que haja mudancas climaticas com pouca oferta de alimentos
em épocas secas e falhas de manejo, que também podem estar relacionada. E mais
frequente em animais mais velhos, obesos, porém, sua ocorréncia em animais com baixa
condigédo corporal tem sido relatada, refletindo no aumento do catabolismo do tecido
adiposo e de proteinas que fornecem precursores endogenos da glicose, como o glicerol
e aminoacidos glicogénicos (AL-QUDAH, 2011; SANTOS et al., 2011; CONSTABLE
etal., 2017).

As exigéncias nutricionais da mae aumentam na gestacdo, principalmente no terco
final, devido a mobilizacdo de energia para a formacdo do feto, membranas e fluidos
placentarios, além do desenvolvimento mamario (CAVALCANTI FILHO et al., 2007).
O periodo mais relevante é denominado de periodo de transicdo, caracterizado por trés
semanas anteriores e posteriores ao parto, é caracterizado pela rapida mudanca no
metabolismo animal e, particularmente, por queda acentuada no consumo de matéria
seca, seguida de lenta recuperacao no periodo pés-parto (RODRIGUES et al., 2007).

Nesta fase na TP ocorre deficiéncia energética associada ao baixo consumo

ocasionando reducdo na concentracdo sanguinea de glicose ou ocorre normo ou
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hiperglicemia provocada por condicdo de estresse com elevagdo dos niveis de cortisol,
promovendo a gliconeogénese, associado a agdo inibitéria da insulina nos receptores
periféricos impedindo a glicolise, provocando aumento na concentracdo de acidos
graxos ndo-esterificados (AGNE) e do beta-hidroxibutirato no plasma sanguineo e
cetonuria, como resultado da mobilizacdo de gordura corporal (RODRIGUES et al.,
2007; ISMAIL et al., 2008; SCHLUMBOHM E HARMEYER, 2008; SOUTO et al.,
2013).

De acordo com Constable et al. (2017) a toxemia da prenhez pode ser desencadeada
por ampla variabilidade de circunstancias, podendo ter sua etiologia classificada em:
priméria; Toxemia da gestacdo da ovelha gorda; Toxemia da gestacdo por inanicéo e
Toxemia da gestacdo secundaria.

Os sintomas da TP incluem sinais neuroldgicos como depressdo, apatia, andar
cambaleante, tremores, cegueira parcial ou total, bruxismo, além de anorexia, fraqueza,
decubito, edema dos membros podendo evoluir para coma e morte. (AL-QUDAH,
2011; SOUTO et al., 2013). O diagnostico geralmente é obtido pela detec¢do do
aumento do teor de corpos ceténicos no sangue e urina (CONSTABLE et al., 2017).
Outros eventos sistémicos podem ocorrer como modificacdes no padrdo glicémico,
hipercetonemia, reducdo dos niveis de calcio, sddio, potassio, magnésio, assim como
alteracGes da funcdo hepética e renal (CAMPOS et al., 2010; SANTOS et al., 2011;
SOUTO et al., 2013).

Segundo Henze et al., (1998) o prognostico da TP geralmente é muito reservado,
mesmo nos casos em que as fémeas acometidas passam por tratamento intensivo a taxa
de mortalidade é de cerca de 40%, enquanto que em aproximadamente 20% dos casos,

na forma clinica, ocorre morte dos fetos antes ou imediatamente apds o parto.

3.2. ALTERACOES METABOLICAS DA TOXEMIA DA PRENHEZ NO
PERIODO DE TRANSICAO

A TP é resultante do alto requerimento energético durante a fase final da gestacao,
com 80% do desenvolvimento fetal ocorrendo nas Gltimas seis semanas da gestacéo,
com cerca de 30-40% do suprimento de glicose materna sendo utilizada pela unidade
feto-placentaria (ROOK, 2000). De acordo com Sargison et al., (1994) a demanda por
glicose aumenta de acordo com a quantidade de fetos gerados pela fémea gestante.
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A insuficiéncia de glicose materna é provocada pelo fato de que o transporte
placentario de glicose ocorre de maneira independente da insulina, atraves do
transportador de glicose 1 (GLUT1), enquanto a glicose muscular e do tecido adiposo é
mediada pelo transportador de glicose 4 (GLUT4) dependente de insulina. A resisténcia
fisioldgica & insulina ocorre quando ha sensibilidade da fémea durante o final da
gestacdo, reforcada por déficit na oferta de glicose em animais com toxemia da prenhez.
Para compensar a falta de glicose, os triglicerideos maternos sdo mobilizados para
metabolizacdo, resultando em aumento dos niveis plasmaticos de acidos graxos ndo
esterificados (AGNE)(ANDERSON et al., 2001).

A elevacdo na concentracdo de AGNE retrata a condicdo clinica provocada pelo
transtorno metabdlico, ocasionado pela mobilizacdo de gordura para atender maior
demanda energética por parte da mae e dos fetos. O balango energético negativo de
cabras e ovelhas durante o periodo do peri-parto provoca aumento deste componente na
circulagdo a partir do tecido adiposo para sofrer oxidagdo no figado para producdo de
corpos cetonicos (HARMEYER E SCHLUMBOHM, 2006; BARAKAT et al., 2007;
SANTOS et al., 2011).

Esta condicdo ocasiona aumento na concentracdo do Beta-hidroxibutirato (B-OH)
que pode estar relacionado com a gravidade da doencga. Valores acima de 0,7 mmol/L
aumenta o potencial para o surgimento dos sinais clinicos (SCHLUMBOHM E
HARMEYER, 2004). Al-qudah (2011) encontrou correlacdo positiva entre as
concentracfes de B-OH e cortisol sérico, os quais desempenham papel importante na
indugdo da peroxidagdo lipidica e estresse oxidativos em ovelhas com concentracOes
elevadas de corpos cetbnicos.

O estresse oxidativo foi relatado em vérias espécies animais e em humanos com
gestacdo saudavel. Este é causado pelo aumento da producdo de radicais livres
decorrentes do aumento da atividade metabdlica durante a gravidez, pelo balanco
energético negativo e formacdo de corpos cetbnicos, reducdo das reservas de
antioxidantes durante a gestacdo e adaptacao fisioldgica a lactacdo. Outros mecanismos,
incluindo o esgotamento do sistema de defesa antioxidante pela acidose metabdlica, e
processos inflamatorios agudos ou crénicos, também podem causar estresse oxidativo
em animais (CASTILLO et al., 2005; JAIN et al., 2006; AL-QUDAH, 2011).

Os radicais livres mais abundantes em sistemas biol6gicos sdo 0s reativos do

oxigénio (ROM) e seus metabdlitos, que sdo formados continuamente como
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subprodutos normais do metabolismo celular e, em baixas concentragdes, sdo essenciais
para varios processos fisiologicos, como a fosforilacdo de proteinas, ativacdo de fatores
de transcricdo, diferenciacdo celular, apoptose, maturacdo de ovocitos, esteroidogénese
e imunidade celular contra microrganismos. No entanto, quando produzidos em excesso
podem danificar a funcionalidade celular, pois prejudicam os lipidios, proteinas e
estrutura do DNA (CELLI, 2010).

Segundo Jain (2006) o estresse oxidativo pode influenciar uma resposta inflamatoria
com disfuncéo endotelial e desenvolvimento de doencas vasculares, que em longo prazo
sdo semelhantes as complicacfes observadas em pacientes com diabetes do tipo | e Il.
Esta condicdo pode ser monitorada através de biomarcadores e varios métodos que
foram desenvolvidos para avaliar esta enfermidade nos ruminantes com o uso de
indicadores metabdlicos como glicose, B-OH, AGNE, triglicerideos, colesterol, ureia,
creatinina, proteina total albumina e AST (CASTILLO et al., 2005).

3.3.MARCADORES CARDIACOS

Um biomarcador € definido como um marcador ou indicador de um processo clinico
ou de fendtipo. Na auséncia de analises mais diretas, os biomarcadores, em graus
variados, podem fornecer evidéncias indiretas para ajudar no rastreio de determinado
diagnostico, prognostico e monitoramento de eventos clinicos. Em muitos casos, 0s
biomarcadores podem ser medidos a partir do sangue, evitando assim procedimentos
dispendiosos e invasivos. Os biomarcadores tradicionais se enquadram em uma das trés
categorias: proteina, bioguimica e citogenética. As determinagdes de marcadores
cardiaco sérico desempenham um papel importante no diagndstico de doencas do
miocérdio.(GINSBURG E HAGA, 2006).

3.3.1. Troponina (cTnl)

As troponinas podem ser classificadas em T, I, C e sdo encontradas no musculo
estriado e cardiaco. A troponina | (cTnl) é uma subunidade ligada a tropomiosina e a
actina nos filamentos de fibras musculares estriadas, esta € uma das trés isoformas da
troponina que se conhece exclusivamente no musculo cardiaco. Em ovinos sua
concentracdo eleva-se apds lesdo aguda do miocardio devido ao extravasamento das

células miocardicas danificadas (TUNCA et al., 2008). Em Humanos ao contrario dos
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niveis de troponina I, os niveis de troponina T podem ser elevados em pacientes com
doenca renal, polimiosite ou dermatomiosite (SCIRICA E MORROW, 2004).

A homologia existente na sequéncia de amino&cidos entre humanos e animais e a
reatividade tecidual de varias espécies revelou que a cTnl pode ser usada em diferentes
espécies (O’BRIEN et al.,, 1997). A troponina cardiaca circulante | (cTnl) € o
biomarcador cardiaco mais importante, o "padrdo-ouro™ para o diagndstico nédo invasivo
de lesdo miocérdica na espécie humana, cdes e gatos. Em bovinos, equinos, caprinos e
ovinos saudaveis seus niveis sdo0 muito baixo ou ndo detectaveis nessas espécies.
(THARWAT et al., 2012).

A janela de diagnostico é ampla, embora a meia vida bioldgica das troponinas seja
relativamente curta (cTnT-120 min, ¢Tnl-90 min), o intervalo de tempo de diagnostico é
excepcionalmente largo, variando de algumas horas a 10-14 dias ap6s o episodio agudo
provocado pela lesdo do miocérdio. As medicgdes das troponinas cardiacas representam
um avan¢o definitivo no diagnostico bioquimico do dano miocardico e um grande
esforco foi feito para destacar a utilidade clinica das troponinas em pacientes com estas
sindromes coronariana aguda (ADAMCOVA, 2003)

Em pesquisa desenvolvida por Tharwat et al. (2012), comparando valores medios de
cTnl de cabras com TP, cabras sadias com parto normal e cabras com partos
prolongados, encontraram em cabras com TP a cTnl significativamente elevada aos
demais, obtendo-se valor médio de 0,852 ng/mL, enquanto no grupo de cabras com
parto prolongado a media foi de 0.03 ng/mL e no grupo de animais saudaveis com parto

normal os valores foram indetectaveis ao longo da gestacéo.

3.3.2. Creatina Quinase Banda Miocardica (CK-MB)

Creatina quinase banda miocardica (CK-MB) é outro biomarcador cardiaco, a
isoenzima de CK sdo dimeros compostos de subunidades do musculo (M) ou cérebro
(B). CK-MB é mais especifica no musculo cardiaco e estd em baixas concentracdes em
outros tecidos (ABRAMOV et al., 1996). Esta enzima tem sido utilizada para reportar o
seu aumento ap0s o exercicios, sua variacdo ocorre de acordo com a intensidade do
trabalho fisico (RAHNAMA et al., 2011). Em humanos com dor toracica o nivel de CK-

MB atinge seu pico entre 10 e 24 horas apds o inicio dos sintomas, reduzindo para
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valores normais em cerca de 72 a 96 horas (THARWAT et al., 2012; VOLZ et al.,
2012).

A leséo do miocérdio foi anteriormente dificil de detectar, pois a isoenzima de CK-
MB nédo é suficientemente especifica para detectar danos nas células do miocardio
(BOCCARA et al., 2000). Em humanos, a CK-MB ndo é um indicador confiavel de
lesdo cardiaca durante a gravidez, especialmente durante o parto e puerpério precoce
(ABRAMOV et al., 1996).

A CK-MB ¢ encontrada em uma grande variedade de tecidos, incluindo o
musculo esquelético, musculo liso vascular, cérebro, Gtero e placenta. Durante o estagio
inicial da miocardite, os niveis de CK-MB estavam dentro dos valores normais, sendo
considerado de baixa precisdo diagnéstica em distarbios cardiacos e ndo cardiacos
(ABRAMOV et al., 1996).

No estudo para comparar valores de CK-MB em cabras com parto normal,
cabras com parto prolongado e cabras com toxemia da prenhez nao revelaram
diferencas significativas. A ligeira elevacdo dos niveis de CK-MB nas cabras com parto
prolongado foi provavelmente o resultado da liberacdo dessas proteinas do Gtero e da
placenta na circulagdo durante as intensas contracdes uterinas e a avaria celular que
ocorrem normalmente durante o trabalho de parto (THARWAT et al., 2012).

3.3.3. Creatina Quinase (CK)

A atividade de CK esta presente em maior concentracdo no musculo esquelético
seqguido do mdasculo cardiaco, diafragma, masculo liso e cérebro. Na maioria das
espécies a quantidade é duas a quatro vezes maiores no musculo esquelético do que no
musculo cardiaco, com excecdo dos gatos, sendo quase igual. No tecido cerebral sua
atividade é de aproximadamente 10% da quantidade encontrada no musculo esquelético.
A meia-vida da atividade de CK no sangue € relativamente curta em todas espécies, em
ovelhas € de aproximadamente 2 horas, e nos bovinos em torno de 8 horas (KANEKO
et al., 2008).

O utero propicia altas concentrages de CK devido suas demandas metabdlicas,

especialmente na placenta e endométrio. A maior concentracao € percebida no momento
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do parto, e no tecido uterino de vacas gestantes quando comparadas com vacas vazias
(SATTLER; FURLL, 2004).

A atividade sérica enzimatica de CK foi aumentada em casos naturais de ovelhas
acometidas por TP, em 26 ovelhas que vieram a Obito existiu grande elevacdo nas
concentragcOes da enzima, quando comparadas com o grupo de ovelhas acometidas por
TP e tiveram alta clinica (SANTOS et al. 2011). Em espécies domésticas, a atividade
CK ¢é usada principalmente como marcador de lesdo do musculo esquelético associado
ao trauma, miopatias nutricionais, lesdes musculares induzidas pelo exercicio ou
miopatias congénitas (KANEKO et al., 2008).

3.4.PERFIL ENERGETICO

O metabolismo energético é influenciado pelas alteracfes enddcrinas, diminuicdo no
consumo de alimentos e aumento da demanda por nutrientes, promovendo a
mobilizacdo de tecido adiposo quando o animal se encontra no balanco energeético
negativo (BEN). O figado é o 6rgdo responsavel pela identificagcdo de necessidades
nutricionais em todos os tecidos e atua ajustando o seu metabolismo para atender a
demanda, entretanto, a ocorréncia de mudancas metabolicas hepatica acarretardo

modificagdes nos componentes dos fluidos circulantes (ALVARENGA et al., 2015).

O aumento na lipélise disponibilizam os acidos graxos de cadeia longa em taxas que
excedem a capacidade dos hepatdcitos em produzir e exportar os triglicerideos ou de
oxida-los, como resultado, os acidos graxos sdo desviados para producdo de corpos
cetbnicos (THRALL et al., 2015). Dois parametros metabolicos séricos sdao importantes
ferramentas clinicas para medicéo do status nutricional e da adaptacdo ao BEN, s&o eles
os acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) e o B- hidroxibutirato (B-OH) (FRIGOTTO
et al., 2009).

Na TP ocorre uma acentuada elevacdo de B-OH e AGNEs em cabras e ovelhas
como resposta a maior demanda de substratos endégenos para a producdo de energia
durante a gestacdo em virtude da lipolise que acontece durante o estado de balanco
energético negativo elevado (CAL et al., 2009; SOUTO et al., 2013).
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3.4.1. Glicose

A concentracdo de glicose sanguinea depende de ampla variedade de fatores, sendo
sua concentracdo uma resultante de equilibrio entre as taxas de entrada e remocédo de
glicose circulante (KANEKO et al., 2008). A glicose é o metabolito mais importante
para o crescimento fetal e placentario, nos ruminantes a capacidade de fornecer glicose
a partir da dieta é dificultada, porque cerca de 70 a 75% do carboidrato dietético é
convertido no rimen em produtos ndo produtivos, sendo que a fracdo restante fornece
40 a 60% da glicose circulante através do proprionato. Durante 0 BEN com aumento da
demanda de glicose, seu fornecimento passa a ser a partir do glicerol liberado pelo
tecido adiposo, fornecendo até 23% da glicose circulante (SCHLUMBOHM E
HARMEYER, 2004).

Nas ovelhas, a glicose é a principal fonte para 0 metabolismo oxidativo placentario,
fetal e sintese tecidual. Cerca de 30 a 50% da producdo de glicose materna no final da
gestacdo é absorvida pelos tecidos uterinos e fetais, e 50-70% desta quantidade é
utilizada pela unidade utero-placenta (SCHLUMBOHM E HARMEYER, 2008).

O figado é o 6rgdo responsavel pela identificacdo de necessidades nutricionais de
todos os tecidos do organismo e atua ajustando o seu metabolismo para atender a
demanda (DRACKLEY et al., 2005). O sistema de transporte de glicose (GLUT-4)
através da membrana é limitado nos tecidos periféricos (musculo e adiposo) que sdo
dependentes de insulina. No entanto, no figado, a glicose move-se livremente através da
membrana plasmética (KANEKO et al., 2008).

De acordo com Araujo et al., (2014), durante a gestacdo em ovelhas, os valores de
glicemia permaneceram dentro dos valores normais para espécie. No momento do parto
estas concentragdes se elevaram para fémeas gestantes de um ou mais fetos, e

permaneceram com valores normais em fémeas que ndo estavam prenhes.

Souto et al., (2013) encontraram trés estados glicémicos (hipoglicemia,
normoglicemia e hiperglicemia) em cabras acometidas com toxemia da prenhez,
constatando ainda que 60% dos animais que vieram a Obito estavam hiperglicémicos,
ainda reportaram a importancia da analise do perfil glicémico nos Gltimos dias da

gestacdo, considerando a glicemia em cabras com toxemia da prenhez um bom
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indicador da viabilidade fetal e fator determinante para adocdo de medidas terapéuticas

como a administracdo de glicose parenteral.
3.4.2. Acidos Graxos N&o Esterificados (AGNE)

Acidos graxos ndo esterificados sdo também denominados de 4cidos graxos livres,
estes podem ser obtidos da dieta ou podem ser sintetizados. Nos ruminantes o0s
adipdcitos sdo os locais primarios para a formagéo dos acidos graxos, sendo estes uma

fonte de energia importante para os tecidos periféricos (GONZALEZ et al., 2009).

A liberacdo de acidos graxos do tecido adiposo é feita na forma de AGNE, sua
concentracdo no sangue reflete o grau de mobilizagdo de triglicerideos do tecido
adiposo. Portanto, a medida que o balanco energético negativo aumenta, mais AGNE
sdo liberados da gordura corporal acarretando aumento de sua concentracdo no sangue
(DRACKLEY et al., 2005).

Quando ocorre 0 aumento da concentracdo de AGNE no sangue proximo ao parto,
sua absorcdo hepatica também aumenta, podendo estes serem metabolizados no figado e
produzir diéxido de carbono para producdo de energia hepatica, ou formar corpos
cetdnicos que sdo liberados na corrente sanguinea e serve como energia para outros
tecidos, ou ainda ser reconvertidos em triglicerideos (DRACKLEY et al., 2005; GROSS
et al., 2011). A remocéo destes triglicerideos do figado requer sintese e secre¢do de
lipoproteinas de baixa densidade, principais transportadoras de triglicerideos no sangue
(HERDT, 2000a).

De acordo com Khan e Ludri (2002) e Araujo et al. (2014) as concentragGes de
AGNE em cabras e ovelhas em gestacdo sdo maiores que em cabras ndo gestante, essa
elevacdo ocorre a medida que o feto se desenvolve principalmente no momento préximo
ao parto. Segundo Santos et al. (2011) e Souto et al. (2013), o aumento das
concentracfes de AGNE em cabras e ovelhas com toxemia da prenhez deu-se em
virtude da lipdlise que aconteceu durante o BEN, em funcdo do aumento da demanda

energética nas Ultimas semanas de gestacao, onde ocorre o rapido crescimento dos fetos.
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3.4.3. Beta-Hidroxibutirato (p-OH)

Os corpos cetonicos, beta-hidroxibutirato (B-OH) e acetoacetato, sdo produtos
fisioldgicos do metabolismo de glicideos e lipideos de ruminantes. Seus precursores Sao
as gorduras e os acidos graxos da dieta, bem como os depositos de gordura do animal. O
acido butirico da dieta é transformado no epitélio dos pré-estdmagos, via acetoacetato,
em B-OH, sendo este o principal corpo cetonico do sangue do ruminante. Os &cidos
graxos de cadeia longa, produzidos na mobilizacdo de reservas de gordura, sao
convertidos no figado em acetoacetato e depois em B-OH, o qual pode ser utilizado
como fonte de energia. Desta forma a cetose € produzida quando a producgdo de corpos
cetbnicos € maior que a sua utilizacdo, quando existe um déficit de energia, em
decorréncia da alta demanda de glicose (WITTWER, 2000).

Na auséncia de glicose, os corpos de cetdnicos produzidos a partir de catabolismo da
gordura e proteina aumentam de condi¢des normais (0,7 mmol/L) até diferentes niveis e
condicdo patoldgica. Portanto, a compreensao dos valores normais seria o indice util na
determinacédo dos aspectos fisiologicos em cabras e ovelhas ndo gestantes ou gestantes
(RAMIN et al., 2005). Os niveis de beta-hidroxibutirato na TP, corpo cetdnico mais
importante, pode chegar a 100 mg/dL (9,6 mmol/L) (GONZALEZ, 2000).

A medicdo da concentracdo sérica de f-OH pode servir como um método util para
monitorar o estado energético de cabras e ovelhas gestantes. As concentra¢des de f-OH
tendem a ser mais elevadas durante a gestacdo e a lactagdo, do que durante o estado de
ndo-prenhez e ndo lactante (RAOOFI et al., 2013).

Nos casos onde ha um jejum prolongado e de grande demanda metabdlica de
energia pode ocorrer uma hiperproducdo de corpos cetbnicos devido a uma deplecéo
total de intermediarios do ciclo de Krebs como o oxaloacetato. Os corpos cetbnicos em
excesso podem ndo ser utilizados pelos tecidos com a mesma velocidade com que sao
produzidos e se acumulam no sangue causando quadro de acetonemia ou cetoacidose
metabdlica (CORREA et al., 2010).

De acordo com Santos et al. (2011), os resultados elevados de B-OH em ovelhas sédo
justificados por uma deficiéncia na producdo e uso da glicose, que cria um sinal

lipolitico, e a partir dos tecidos adiposos aumenta a liberagdo de &cidos graxos nédo
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esterificados (AGNE) no sangue, estimulando o mecanismo de oxidagdo pelo figado a
producdo de corpos cetdnicos. Este aumento sanguineo na concentragdo de B-OH
(hipercetonemia) esta relacionado com a gravidade da doenca, como verificado nas
ovelhas acometidas. Como regra para o B-OH, alguns autores consideram que em
rebanhos quando os niveis excedem 0,76 mmol/L, o potencial para o surgimento dos
casos subclinicos e clinicos de toxemia da prenhez eleva-se (MOGHADDAM;
HASSANPOUR, 2008; SOUTO et al., 2017).

Segundo Souto et al., (2013) a elevacdo do B-OH, reafirma a condigdo de balanco
energético negativo, j& que associado com AGNE’s sdo os principais indicadores de
lipomobilizacdo em ruminantes, e por ser o mais importante e abundante corpo
cetdnico. Harmeyer e Schlumbohm, (2006) afirmam que a hipercetonemia verificada é
uma caracteristica comum da doenca em cabras, esta condicdo ndo representa apenas
um sinal da enfermidade, mas atua de maneira multifuncional em promover o

desenvolvimento da toxemia da prenhez.
3.4.4. Frutosamina

Esta nomenclatura é empregada a qualquer proteina glicosilada (ligada a um
carboidrato). A glicose se combina com grupos aminas da albumina e de outras
proteinas do sangue, e apds uma série de rea¢Bes quimicas origina um composto estavel
denominado frutosamina. Em casos de hiperglicemia a concentragcdo de frutosamina
tende a ser maior. O teor sérico ou plasmatico de frutosamina representa bom indicador
da concentracdo sanguinea de glicose que havia uma a duas semanas antes do exame
(com base na meia vida das proteinas componentes desse complexo). A frutosamina
fornece informacgdo mais confiavel a respeito do metabolismo da glicose, por periodo
mais longo, do que a concentracdo de glicose, que revela apenas uma condicdo
momentanea (THRALL et al., 2015).

O nivel de frutosamina sérica reflete a concentracdo média de glicose no sangue
durante as duas semanas anteriores e a meia-vida das proteinas do sangue, e ndo esta
sujeita a alteracbGes devido a hiperglicemia transitoria. Dados relativos ao uso de
concentragcOes de frutosamina como parte do perfil metabolico ja existe em ruminantes
(FILIPOVIC et al., 2011).
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A utilizagdo de produtos de glicacdo de proteinas do sangue foi proposta como
uma possivel parte do perfil metab6lico em animais domésticos. também estabeleceram
uma ligacdo entre hipoglicemia prolongada e menores concentracdes de frutosamina
sérica em ovelhas durante a toxemia de gestacdo (ENEMARK et al., 2004). A principal
proteina envolvida na glicagdo em humanos é a albumina, onde 1,4-16.0% de moléculas
de albumina sdo glicadas e aproximadamente 80% de frutosamina é a albumina glicada.
A proteina favorecida para a glicacdo em animais domésticos ndo foi estabelecida
(MEGAHED et al., 2018).

Santos et al. (2011) encontraram o valor elevado da frutosamina em casos
naturais de toxemia da prenhez em ovelhas, isto pode ser justificado como consequéncia
do quadro de hiperglicemia observado em 46,9% dos animais e aos valores da albumina
que se encontravam dentro da faixa de normalidade para a espécie. Os niveis de
frutosamina aumentam numa prolongada hiperglicemia, condicdo esta que
provavelmente tenha ocorrido com as ovelhas acometidas neste estudo, ou prolongada

hiperproteinemia, mas podem reduzir numa condigéo inversa.
3.4.5. Triglicerideos

Os triglicerideos (TG) séo lipideos formados pela esterificacdo de acidos graxos
de cadeia longa com uma molécula de glicerol. Sua sintese ocorre nas células da
mucosa intestinal, adipécitos, hepatocitos, células epiteliais das glandulas mamarias e
nos rins (THRALL et al., 2015).

Os TG formados pelos enterdcitos sdo denominados TG exdgeno, pois sdo
dependentes da disponibilidade de acidos graxos da dieta e sdo transportados pelos
vasos linfaticos sob a forma de quilomicrons. Ja os TG sintetizados pelo figado sdo
classificados como TG enddgenos, estes sdo transportados no sangue como
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (GONZALEZ E SILVA, 2008). O
catabolismo dos TG é realizado por lipases especializadas, as principais sdo a lipase
pancredtica essencial na digestdo de TG nos intestinos e a hepatica na superficie dos
hepatdcitos endoteliais (KANEKO, 2008).

Condicdes pro inflamatdrias mediadas por citocinas inflamatorias podem alterar

0 metabolismo lipidico, na resposta a endotoxinas ha mudancas nos lipideos e
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lipoproteinas séricas caracterizadas como aumento da circulacdo de &cidos graxos de
cadeia longa (AGCL), TG e VLDL. Essa elevacdo ocorre devido a estimulacdo da
lipolise pelos adipdcitos e sintese de AGCL associados a reducdo de oxidacdo dos
acidos graxos resultando no aumento da sintese de TG e VLDL. Além disso, a
metabolizacdo dos TG fica depreciada pela diminuicdo da atividade da lipoproteina
lipase e reducdo de lipoproteina E que prejudica a remocao das lipoproteinas do sangue
mediada por receptor (THRALL et al., 2015).

A insulina é um importante regulador da sintese de TG pelos adipdcitos por
estimular a atividade da lipoproteina lipase e incrementar a captagdo de glicose,
aumentando a expressdo do transportador de glicose GLUT-4 nas membranas,
aumentando assim, a disponibilidade intracelular de glicose para sintese do glicerol-3-
fosfato (RADIN, 2015).

Com relagdo as concentracdo de triglicerideos em ovelhas com toxemia da
prenhez, segundo Van Saun (2000) e Santos et al. (2011), os valores se mantiveram
dentro da normalidade para a espécie. Na espécie caprina, em cabras com toxemia da
prenhez, Barakat et al., (2007), relataram valores baixos de triglicerideos e fosfolipidios

e concluiram que sao resultados da redugdo do apetite nos animais com hipercetonemia.

3.4.6. Colesterol

O colesterol € um lipidio que atua no organismo como precursor de hormoénios
esteroidais, vitamina D, acidos biliares e é constituinte da estrutura de membranas
celulares e micelas. Como o colesterol ndo é sintetizado por plantas ou microrganismos
o figado € o principal 6rgdo de sintese para 0s herbivoros exportando-o sob a forma de
colesterol ou éster de colesterol e transportado no plasma como parte das lipoproteinas
(GONZALEZ; SILVA, 2008; KANEKO, 2008; THRALL et al., 2015).

A Dbile é a principal via de excrecdo do colesterol, portanto qualquer
anormalidade no fluxo biliar pode causar elevagdo na concentracao sérica de colesterol.
Da mesma forma, por ser o figado a principal via de sintese de colesterol alguns casos
de insuficiéncia hepatica podem resultar em menores concentragcBes sanguineas de
colesterol. A hipocolesterolemia é associada a casos de insuficiéncia hepética, ja a
hipercolesterolemia é relacionada a colestase, no entanto casos de insuficiéncia hepatica
néo apresentam alteragdes nos niveis de colesterol (ALLISON, 2015b; RADIN, 2015)
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A hipercolesterolemia também pode ocorrer em resposta & endotoxemia, este
processo ocorre pela diminuicdo de excrecdo biliar de colesterol bem como pela reducao
da captacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) secundaria a down regulation
dos receptores de LDL. No entanto, pode haver uma reacdo de fase aguda negativa
mediada por citocinas pré inflamatérias em que os pacientes podem desenvolver
hipocolesterolemia decorrente da diminuicdo da sintese hepatica de colesterol
(THRALL et al., 2015).

De acordo com Van Saun (2000) as concentragfes em ovelhas acometidas por
toxemia da prenhez geralmente é baixa, sugerindo que as ovelhas que se aproximam do
parto estdo em balanco energético negativo, e esta ocorrendo mobilizacdo de gordura
corporal a partir do tecido adiposo. Os acidos graxos nao esterificados séo absorvidos
pelo figado onde podem ser exportados como gorduras em lipoproteinas de baixa
densidade (VLDL) ou parcialmente metabolizados como corpos de cetdnicos. A baixa
concentracdo de colesterol sugere ainda o comprometimento da capacidade do figado
em exportar gordura como VLDL, induzindo seu acumulo nos hepatdcitos. Essas
mudancas metabodlicas, em conjungdo com o aumento da prevaléncia do escore de
condigéo corporal elevada (> 3+) para ovelhas gestantes sugeriu um potencial de alto

risco para problemas continuos com toxemia de prenhez em ovelhas.

No trabalho realizado por Santos et al. (2011) apesar dos valores obtidos para o
colesterol encontrarem-se dentro do limite inferior da normalidade para a espécie ovina,
houve uma tendéncia em ocorrer uma reducdo na concentracdo desta variavel nos
animais acometidos, sugerindo que a habilidade do figado de secretar este composto no
sangue como lipoproteina (VLDL) estd comprometida, induzindo desta maneira o

acumulo de gordura hepética.

3.5.PERFIL PROTEICO
3.5.1. Proteina Total

A proteina € o componente mais abundante do plasma, compd@e a base estrutural de
células, 6rgdos e tecidos, exercendo diversas fun¢Ges no organismo animal como,
manutencdo da pressdo osmotica, catabolismo de reacbes bioquimicas, manutencdo do

equilibrio acido bésico, regulacdo hormonal, coagulacdo sanguinea, resposta
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imunoldgica, além de serem nutritivas, sdo transportadoras e carreadoras da maioria dos
constituintes do plasma. A proteina total é constituida principalmente pela albumina e as
globulinas, sendo as variacbes nos niveis da proteina total associadas as alteracdes
destas proteinas (KANEKO, 2008; ALLISON, 2015).

As substancias que mais provavelmente interferem de modo relevante incluem as
lipoproteinas, colesterol, ureia e glicose. A elevagcdo marcante dos niveis de colesterol
ndo ocasiona lipemia visivel, mas pode acarretar um falso aumento no teor de proteina.
Uma falsa elevagdo no teor de proteina total pode ocorrer quando o teor de ureia for de
300 mg/dL ou a concentracdo de glicose for de 700 mg/dL, assim como a administragéo
de solucbes coloides. A hiperbilirrubinemia e hemdlise ndo interferem no valor da
proteina total do soro (ALLISON, 2015b).

As proteinas séricas sdo 0s indicadores bioguimicos mais comuns, mensuradas
rotineiramente para o diagndstico ou monitoramento de doencas; as alteracfes de suas
concentracbes e padrdes, embora nao especificos, podem ser de significancia
diagndstica em doencas inflamatérias, infecciosas e metabdlicas (YARIM E CIFTCI,
2009).

Santos et al., (2011) e Souto et al., (2013) encontraram valores elevados da proteina
total sérica em ovelhas e cabras acometidas por toxemia da prenhez, esta elevacdo pode
ser justificada pela alteragdo em fungdo dos diferentes graus de desidratacdo
encontrados nos animais acometidos, condicdo esta observada nas ovelhas com TP. De
acordo com os achados relatados por Yarim e Ciftci, (2009) em ovelhas acometidas com
a doenca, observou-se diminuicdo na concentracdo proteica e concluiram que esta
modificacdo ocorreu pelo comprometimento da fungdo hepatica, em funcéo da reducéo

da sintese da albumina.
3.5.2. Albumina

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, com cerca de 50% do total de
proteinas. Tem um peso molecular aproximado de 66 kD. A sua sintese ocorre no
figado e contribui em 80% da osmolaridade do plasma sanguineo, constituindo também
uma importante reserva proteica, assim como um transportador de acidos graxos livres,

aminoacidos, metais, calcio, horménios e bilirrubina. A albumina também tem funcéo
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importante na regulacdo do pH sanguineo, atuando como anion. A concentracdo de
albumina é afetada pelo funcionamento hepatico, a disponibilidade de proteinas na
dieta, o equilibrio hidroeletrolitico e por perdas da proteina em algumas doengas. A
Unica causa de aumento da albumina plasmaética (hiperalbuminemia) é a desidratacdo
(GONZALEZ E SILVA, 2008).

A concentracdo da albumina plasmética pode diminuir (hipoalbuminemia) em vérias
situacBes como dano hepatico cronico, déficit alimentar de fontes proteicas, niveis de
albumina diminuidos, juntamente com diminuicdo de ureia, indicam deficiéncia
proteica, niveis altos ou normais de ureia e albumina baixa acompanhados de enzimas
elevadas, indicam falha hepatica. Pode ter perda de albumina em parasitismos, devido a
saida de proteinas pelo intestino ou em doenca renal, sindrome de ma absorcao,
catabolismo aumentado da albumina, como consequéncia de déficit energético e
hemorragias (GONZALEZ E SILVA, 2008).

A diminuigdo da concentracdo de albumina sérica e da relagdo Albumina/Globulinas
em ovelhas com toxemia da prenhez, também pode ser explicada por insuficiéncia
hepatica e renal resultante da patogenia da doenca. Conforme evidenciado as
concentracOes de albumina sérica foi significativamente mais baixa que as encontradas

no grupo controle com ovelhas prenhes saudaveis (YARIM E CIFTCI, 2009).

3.5.3. Globulinas

A determinacdo do teor de globulinas geralmente ndo é mensurada, mas sim
calculada, é resultante da diferenca entre a albumina e a proteina total. A globulina é
composta por varios tipos de proteinas com estrutura capaz de migrar em grupo, em

campo elétrico ou precipitar como grandes grupos de proteinas identificaveis como a, 3

¢ v globulinas (KANEKO, 2008; ALLISON, 2015).

Estas podem ser determinadas por meio do fracionamento eletroforético das
proteinas do soro sanguineo. As concentracGes obtidas por este método ndo sdo
necessariamente iguais a aquelas obtidas por espectrofotometria, podendo o resultado

variar de acordo com a espécie animal e do tipo de gel utilizado (ALLISON, 2015b).

Segundo Souto et al., (2013), os resultados laboratoriais de cabras com toxemia
da prenhez revelaram valores dentro da normalidade para globulinas, resultante da

diferenca entre a albumina e a proteina total. Para Macedo et al., (2017), na avaliacdo do
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proteinograma de avelhas acometidas por TP, observou-se que as imunoglobulinas

estiveram pouco aumentadas e dentro dos valores de normalidade para a espécie.

3.5.4. Ureia

A producdo de ureia é realizada nos hepatdcitos a partir da aménia gerada do
catabolismo dos aminoéacidos e da sua reciclagem no rimen. Na maioria dos animais 0s
niveis de ureia servem como indicador de funcionamento renal, no entanto, a
concentracdo de ureia pode ser afetada por fatores extra renais como ingestdo elevada
de proteinas e jejum prolongado, além da reciclagem de ureia no caso dos ruminantes,
tornando necesséria a determinacdo em paralelo da creatinina, proteina e densidade
urinaria para a analise mais fidedigna da funcéo renal (GONZALEZ E SILVA, 2008).

Sua excrecdo é realizada por filtracdo glomerular e cerca de 60% é eliminada na
urina, e em menor proporcao pelo intestino e pelo leite, nos ruminantes a ureia entra no
rimen via saliva ou sangue e é degradada em amoénia. Em casos de diminui¢do da
filtracdo glomerular ha maior retencdo de ureia e consequentemente, aumento de sua
concentracdo sanguinea, a reducdo dos niveis de ureia ocorre devido a diminuicéo de
sua sintese como nos casos de insuficiéncia hepatica, cirrose, shunt portossitémico,
reducdo de ingestdo de proteina e hipoproteinemia (GONZALEZ E SILVA, 2008).

Em um estudo elaborado por West (1996) a ureia do soro em ovelhas gestantes
foi maior do que nas ovelhas ndo gestantes e lactantes, foi observado também em
ovelhas que foram induzidas a toxemia da prenhez um aumento significativo nos
valores desta variavel, que retornou aos valores de referéncia logo na primeira semana
da lactacdo. A elevacdo nos valores da creatinina e ureia sdo consideradas um quadro
de azotemia e foi relatado em cabras e ovelhas com toxemia da prenhez em diferentes
intensidades, revelando mau funcionamento renal, sendo o catabolismo proteico
responsavel pela elevacdo nos valores destes indicadores da fungdo renal (ANDREWS
etal., 1996; BARAKAT et al., 2007; SANTOS et al., 2011).

3.5.5. Creatinina

A creatinina é sintetizada a partir do metabolismo de creatina e fosfocreatina
muscular, sua concentracdo sanguinea ndo é afetada pela dieta, idade e sexo. E

excretada por via renal através dos glomerulos sem reabsorcdo tubular. Tornando os
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niveis desse composto nitrogenado mais fidedigno a funcionalidade renal. A elevacao
da creatinina no soro estd associada a diminuicdo do fluxo sanguineo, da filtracdo
glomerular, ruptura e/ou obstrucdo do trato urinario e atividade muscular intensa ou
prolongada. Entre as causas da diminuicdo dos niveis de creatinina no plasma séo
consideradas hidratacdo excessiva, insuficiéncia hepatica e doencas musculares
degenerativas (GONZALEZ E SILVA, 2008).

De acordo com Santos et al., (2011) a funcdo renal pode estar prejudicada na
toxemia da prenhez devido a infiltracdo excessiva de gordura no epitélio tubular
acarretando modificacdes estruturais glomerulares, provocando uma degeneragdo dos
rins em ovelhas com esta doenca. Teores elevados de creatinina e de ureia sdo
indicativos de um quadro de insuficiéncia renal, que pode ser severo no estagio terminal
e esta associado com o prognostico reservado, como foi observado no grupo das ovelhas

gue morreram neste estudo.

3.6.PERFIL ENZIMATICO
3.6.1. Aspartato Aminotransferase (AST)

Anteriormente conhecida como transaminase glutamico-oxaloacética (GOT), AST é
uma enzima citoplasmética e mitocondrial e tem sua atividade relativamente alta e em
quantidades similares no figado e no musculo (esquelético e cardiaco), podendo variar
entre as espécies. E usado rotineiramente na medicina de animais de producdo como
triagem para lesdes em ambos os 6érgdos, tem sua meia vida em bovinos com leve
hepatotoxidade de aproximadamente um dia e sua especificidade nesta espécie
apresentando lipidose hepatica é de 94% (FRANCISCATO et al., 2006; KANEKO et
al., 2008; THRALL et al., 2015).

De acordo com Santos et al., (2011), avaliando casos naturais de ovinos com
toxemia da prenhez, observou elevacdo da dos niveis de AST no soro sanguineo, com
diferenca estatistica entre grupo com toxemia da prenhez que tiveram alta clinica e o
grupo de animais que veio a 6bito com a mesma enfermidade. Quando ocorre infiltracdo
gordurosa no figado, 0 mesmo sofre uma lesdo dos hepatdcitos e as enzimas indicadoras
de injaria como AST tém sua atividade aumentada no soro (GONZALEZ et al., 2009).
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O principal problema da AST na lesdo dos hepatocitos é a sua baixa
especificidade, 0 aumento da atividade desta enzima no sangue pode ser decorrente nao
apenas dos hepatécitos, mas também da lesdo muscular. Esse problema pode ser
minimizado pela determinagdo de uma enzima musculo-especifica. Ap6s a lesdo
muscular a atividade de AST eleva-se lentamente, seu maior limite ocorre

aproximadamente entre 24-36 horas ap0s a lesdo cessar (THRALL et al., 2015).
3.6.2. Gama Glutamil Transferase (GGT)

Esta enzima também €é conhecida como gama glutamil transpeptidase. Encontra-se
como enzima associada as membranas, mas também esta no citosol, especialmente nos
epitélios dos dutos biliares e renais, embora possa ser encontrada no pancreas e no
intestino delgado, mas somente aquela de origem hepatica é normalmente encontrada no
plasma, pois a de origem renal é excretada na urina (GONZALEZ E SILVA, 2008).

A Gama glutamil transferase € considerada enzima de indugéo, no entanto, a leséo
hepética aguda pode provocar aumento imediato da atividade sérica desta enzima,
possivelmente por causa da liberacdo de fragmentos de membrana que contém GGT. De
acordo com Santos et al., (2011), em casos de ovelhas naturalmente acometidas por

toxemia da prenhez, a atividade sérica de GGT encontrou-se elevada.

Na gestacdo gemelar em ovelhas a atividade sérica da GGT pode exceder os de
ovelhas que possuem apenas um feto. A elevacdo na atividade sérica desta enzima, no
periodo préximo ao parto e no inicio da lactacdo, caracteriza lesdo no tecido hepatico e
estd relacionada com a infiltracdo gordurosa desencadeada pela lipomobilizacdo
(GONZALEZ et al., 2011a).

3.7.PERFIL HORMONAL

3.7.1. Cortisol

O cortisol é considerado o glicocorticoide mais importante, este hormonio é
sintetizado pelo cortex da adrenal e sua principal funcdo é estabelecer o controle do
metabolismo, em particular, da gliconeogénese hepética. Este atua de maneira oposta a

insulina, enquanto esta permite aos tecidos utilizar a glicose, mesmo em baixas
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concentrag¢Bes sanguineas, o cortisol diminui a habilidade tecidual para utilizar a glicose
(FIRAT E OZPINAR, 2002).

Os esteroides supra-renais sdo elaborados e liberados por esta glandula para o
sangue na forma livre, entretanto, sdo rapidamente ligados a proteinas no sangue, sendo
a forma livre a ativa. A meia-vida deste hormonio € cerca de 80 minutos, as células
hepaticas metabolizam o cortisol irreversivelmente em produtos de excrecdo (EILER,
2006).

Em pesquisa concluida por FORD et al. (1990), em ovelhas com toxemia da
prenhez, revelaram aumento nas concentragcdes de cortisol, atribuindo esse aumento a
elevacdo na producdo pela adrenal ou pela incapacidade do figado em excretar este

hormonio.

Souto et al. (2013), relataram que em cabras com TP o cortisol efetivamente age de
maneira oposta a insulina, enquanto esta permite aos tecidos utilizar a glicose mesmo
em baixas concentracdes sanguineas, o cortisol diminui a habilidade dos tecidos para
utilizar a glicose nesta condi¢do. Este efeito inibitorio sobre a utilizacdo da glicose pode
ser aumentado sob condicdes de severa insuficiéncia de insulina, com isso, a severidade
da cetose depende do balangco entre cortisol e insulina, mais do que da absoluta
quantidade de cada horménio secretado, desta forma o grau de inibi¢do da utilizacdo da
glicose e o aparecimento dos sinais clinicos podem depender deste equilibrio

3.7.2. Insulina

A insulina é secretada pelas células B das ilhotas pancreéticas, esta reduz a
concentracdo sanguinea de glicose por causar aumento da absorcdo da glicose pelo
figado, musculatura esquelética e tecido adiposo, por inibir a gliconeogénese hepatica e
promover a estocagem de glicogénio no figado. A insulina também acelera a converséo
de glicose em gordura, a oxidacdo da glicose e promove a sintese de proteinas e
glicogénio na musculatura (ALLISON, 2015a).

Segundo Balikci et al. (2007), em pesquisa com ovelhas na fase final da gestacdo
ocorreu um aumento na concentracdo de colesterol e este foi atribuido a insulina, que
desempenha um papel direto no metabolismo do tecido adiposo durante a gestagéo e sua

capacidade de resposta é significativamente reduzida nas ovelhas durante o final da
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gestacdo. A diminuigdo da capacidade de resposta do tecido alvo a insulina durante o
final da gestacdo prevé nas ovelhas um aumento nas concentracGes de colesterol,
triglicerideos e lipoproteinas.

Do inicio da gestacdo até 0 momento do parto a concentragdo de insulina plasmaética
pode apresentar diminuicdo de até 38%. A reducdo da concentracdo de insulina no
periparto reflete a mobilizacdo do tecido adiposo para suprir 0 aumento na demanda de
energia gerado pelo rapido desenvolvimento fetal e para a sintese do leite no inicio da
lactacdo (KHAN; LUDRI, 2002).
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4. ARTIGO CIENTIFICO

ESTUDO DE BIOMARCADORES CARDIACOS TROPONINA I E CK-MB EM
OVELHAS ACOMETIDAS POR TOXEMIA DA PRENHEZ

STUDY OF CARDIAC BIOMARKERS TROPONIN I AND CK-MB IN SHEEP WITH PREGNANCY
TOXAEMIA

Leonardo M. Souza?, Carla L. Mendonga3, Regina N. Assis?, Emanuel. F. Oliveira Filho#, Daniel. N. A.
Gongalves®, Rodolfo ]. C. Souto3, Pierre C.Soares®, José Augusto B. Afonso3”*

ABSTRACT.- SOUZA L. M., MENDONCA C. L., ASSIS R. N, OLIVEIRA FILHO E. F.,, GONCALVES D. N. A,
SOUTO R. ]J. C., SOARES P. C, , AFONSO J. A. B. 2019. [STUDY OF CARDIAC BIOMARKERS
TROPONIN I AND CK-MB IN SHEEP WITH PREGNANCY TOXAEMIA.] ESTUDO DE
BIOMARCADORES CARDIACOS TROPONINA I E CK-MB EM OVELHAS ACOMETIDAS POR TOXEMIA
DA PRENHEZ. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos de Garanhuns, Campus
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor, SN, Caixa Postal 152, Boa Vista-
Garanhuns-PE, CEP 55292-278, Brasil. Email: afonsojab@oi.com.br

The evaluation of biomarkers of myocardial injury such as cardiac Troponin I (cTnl) and
creatine kinase myocardial band (CK-MB) in sheep affected with pregnancy toxemia (PT) has not
yet been studied in Brazil. In this context, this study aims to evaluate the effects of metabolic
disorder caused by PT on the function of the cardiac muscle, evaluating specific cardiac biomarkers,
such as cTnl and CK-MB, as well as the degree of relation exist with other routinely used in
establishment of the diagnosis. A total of 53 ewes with a diagnosis of PT were used, and a group of
ewes who had PT were classified into discharge (hospital) (n = 35) and another group with PT that
evolved to death (Death ) (n = 18). A third group with 10 ewes without TP (CG) signs was
constituted. Data were submitted to analysis of variance (ANOVA) with significance level of 5%.
Higher serum concentrations of cTnl were observed in sheep that had TP and died (1.03 ng / mL)
when compared to the group of sheep in the TP group who had clinical discharge (0.71 ng / mL),
and these differed of the group of sheep without TP (0.03 ng / mL) (p = 0.0002). The serum
concentration of CK-MB in the TP group who died (196.91 U / L) was higher in relation to the
control group (50.75 U / L) (p = 0.0328). Elevations in the BHB and AGNE values were significant in
the affected animals in relation to the control group (P <0.001). In the study of the relation between
pairs of variables, positive correlations were registered between serum concentrations of cTnl and
CK-MB (r = 0.68, p <.0001), with AST activity (r = 0.57, p < .0001) and with CK (r = 0.49, p =
0.0010). Positive correlations were also observed between the CK-MB serum concentration with CK
activity (r = 0.749, p <0.001), AST (r =0.57, p = 0.0010) and serum cortisol concentration ( r =0.41,
p = 0.002). The elevations in the concentrations of cardiac biomarkers in sheep with PT were
striking, and in view of this result, they can become good indicators, regarding the pathogenesis of
the disease involving cardiac lesion, in the use of diagnosis and prognosis in sheep affected by this
metabolic disease.
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RESUMO: A avaliagido de biomarcadores da lesdo de miocardio como Troponina I (cTnl) e Creatina
quinase banda miocardica (CK-MB) em ovelhas acometidas com a toxemia da prenhez (TP) ainda
nio foi estudada no Brasil. Neste contexto, este trabalho se propde a avaliar os efeitos do transtorno
metabdlico provocado pela TP na fungdo do musculo cardiaco, avaliando os biomarcadores cardiacos
especificos, como cTnl e CK-MB, bem como o grau de relagdo existente com outros que sio
rotineiramente utilizados para o estabelecimento do diagnéstico. Foram utilizadas 53 ovelhas que
tiveram diagnostico de TP e promoveu-se categorizacdo de dois subgrupos, um grupo de ovelhas
que tinham TP e evoluiram para alta (Alta) hospitalar (n=35) e outro grupo com TP que evoluiram
para o ébito (Obito) (n=18). Foi constituido um terceiro grupo com 10 ovelhas sem sinais de TP
(GC). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia
de 5%. Maiores concentragdes séricas de cTnl foram observadas em ovelhas que tiveram TP e
vieram a 6bito (1,03 ng/mL) quando comparado com o grupo de ovelhas do grupo TP que tiveram
alta clinica (0,71 ng/mL), e estes diferiram do grupo de ovelhas sem TP (0,03 ng/mL) (p=0,0002). A
concentracdo sérica de CK-MB nas ovelhas do grupo TP que vieram a ébito (196,91 U/L) foram
maiores em relacdo ao grupo controle (50,75 U/L) (p=0,0328). Elevacdes nos valores de BHB e
AGNE foram significativas nos animais acometidos em relacdo ao grupo controle (P<0,001). No
estudo de relacdo entre pares de variaveis, foram registradas correlacdes positivas entre as
concentracgdes séricas de cTnl com CK-MB (r= 0,68; p <.0001), com a atividade da AST (r= 0,57;
p<.0001) e com CK (r= 0,49; p=0,0010). Correlagdes positivas também foram observadas entre a
concentragdo sérica de CK-MB com a atividade da CK (r= 0,749; p<0,001), AST (r= 0,57; p=0,0010)
e com a concentragdo sérica de cortisol (r= 0,41; p= 0,002). As elevacdes nas concentragoes dos
biomarcadores cardiacos em ovelhas com TP foram marcantes, e diante deste resultado, podem se
tornar bons indicadores, com relacdo a patogénese da enfermidade envolvendo a lesdo cardiaca, no
emprego do diagnostico e prognéstico em ovelhas acometidas por esta enfermidade metabélica.

Palavras chaves: distirbios metabélicos, lesdo cardiaca, cetose, bioquimica clinica, pequenos
ruminantes.

INTRODUGAO

A toxemia da prenhez (TP) é uma desordem metabdlica caracterizada por transtornos no
perfil metabdlico energético, proteico, mineral e hormonal, com sinais clinicos evidentes, que
podem acarretar em perdas de fetos e matrizes (ROOK, 2000; SOUTO et al. 2013). E a principal
enfermidade metabdlica do periparto, em cabras e ovelhas, causada por falhas no requerimento
nutricional durante a gestacdo ou lactacdo. A diminuicdo na ingestdo dos nutrientes com aumento
do requerimento, para o crescimento fetal e glandula mamaria contribui para o desenvolvimento
desta enfermidade, pela inabilidade dos animais em manter um adequado equilibrio energético
(BROZOS et al,, 2011; SANTOS etal., 2011; THARWAT et al., 2012).

Em cabras e ovelhas acometidas por toxemia da prenhez a hipercetonemia elevada causa
estresse oxidativo gerando altas quantidades de radicais livres e disfuncdo celular, que podem
comprometer o funcionamento cardiaco ( AI-QUDAH 2011; THARWAT et al,, 2012). Nesta condigao,
em humanos acometidos com diabetes, o quadro de hipercetonemia esta associado ao surgimento
de lesdes cardiovasculares (JAIN et al., 2006; EUBANKS et al., 2012), ). Estas mesmas complicacdes
também foram observadas em cdes com diabetes cetoaciddticas e que desenvolveram lesdes
cardiacas (SURACHETPONG et al,, 2016).

Os biomarcadores sdo indicadores bioldgicos de processos, eventos ou condi¢cdes que
ocorram no corpo, podendo indicar estados fisiolégicos (crescimento e envelhecimento) ou indicar
processos patoldgicos, como doencas cardiacas. O uso de biomarcadores cardiacos, como a
troponina (cTnl), amplamente utilizada na medicina humana no diagnéstico de pacientes com
injurias do miocardio, é considerado como a prova ouro. Na Medicina Veterinaria, a cTnl tem sido
usada em diferentes espécies no diagnostico de lesdes cardiacas, como em bovinos (GUNES et al,,
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2005, 2008; TUNCA et al., 2008), ovinos (TUNCA et al., 2009), e caprinos (THARWAT; AL-SOBAYIL;
AL-SOBAYIL, 2012; ABDELAAL et al., 2013; KARAPINAR et al., 2016).

0 musculo cardiaco tem em seu interior o complexo troponina constituido por trés tipos C,
T e 1, que esta localizado principalmente nos filamentos de actina, e sua interagdo mediada por
calcio com tropomiosina é essencial na regulacdo da contragdo muscular. H4 também um pequeno
pool citosoélico “livre” dessas troponinas dentro dos midcitos, que é altamente 1abil e é liberado
agudamente apo6s a lesdo celular. Em seguida ao dano dos midcitos cardiacos, ha uma liberagio
rapida das troponinas livres, seguida por uma liberagcio mais lenta de troponinas estruturais nas
horas subsequentes. A isoforma cardiaca da troponina I é considerada altamente especifica do
tecido e marcadamente diferente das outras isoformas da troponina I (BRAUNWALD et al., 2000;
PEEK et al., 2008).

A Creatina Quinase isoenzima miocardica (CK-MB), também é utilizada como marcador de
lesdo cardiaca, aplicada para diagnosticar casos de dor toracica em seres humanos. Esta enzima é
mais especifica no musculo cardiaco, mas apresenta baixa atividade em outros tecidos como,
musculo esquelético e liso vascular, cérebro, ttero e placenta. E empregada em cdes com oclusio
cronica da artéria corondria, a qual eleva-se significativamente seus niveis (ABRAMOV et al., 1996;
SHARKEY et al.,, 2009; VOLZ et al., 2012).

Importante considerar a utilizacdo de biomarcadores de lesdo de miocardio em ovelhas
com enfermidades metabdlicas prevalentes, como a toxemia da prenhez. Ainda ndo ha estudos
realizados no Brasil Neste contexto, objetivou-se avaliar os efeitos do transtorno metabdlico
provocado pela TP na fun¢do do musculo cardiaco, avaliando a c¢Tnl e CK-MB em ovelhas
acometidas pela enfermidade.

MATERIAL E METODOS

LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO. Este trabalho foi realizado na Clinica de Bovinos de
Garanhuns, Campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram obtidas
informacdes a partir das fichas clinicas de ovelhas diagnosticadas com um quadro clinico de TP,
além de um grupo controle (GC) de ovelhas prenhas sadias no terco final da gestacao.

ANIMAIS. Foram utilizadas 53 ovelhas que tiveram diagndstico de TP, o qual foi firmado por meio
de exames clinicos e laboratoriais. As ovelhas do grupo TP tinham idade entre um e nove anos,
criadas em propriedades com sistema de manejo semi-intensivo, recebendo dietas contendo ragdo
concentrada. O peso médio dos animais foi de 57Kg, com escore corporal (ECC) médio de 3. As
ovelhas eram das ragas Santa Inés (45%), Dorper (11%), Cara-Curta (1%), Suffolk (1%) e Mesticas
(42%) e foram submetidos ao exame clinico de acordo com Diffay et al, (2004). Exame
ultrassonografico foi realizado para determinagio da quantidade e viabilidade fetal.

Para critério de inclusdo no grupo TP, foram considerados os sinais clinicos, cetontria em
diferentes graus de intensidade na fita reagente (+, ++, +++) e concentracdo sanguinea de beta-
hidroxibutirato ($-OH) e acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) acima de 0,8 mmol/L e 0,4
mmol/L, respectivamente, de acordo com Andrews (1997). Com base nos indicadores clinicos
obtidos na Ficha Clinica da CBG-UFRPE, do total destes animais, promoveu-se categorizacdo de dois
subgrupos, ou seja, grupo de ovelhas que tinham TP e que evoluiram para alta hospitalar e grupo de
ovelhas com TP e que evoluiram para o 6bito. O grupo de ovelhas sem TP (GC) foi composto por 10
ovelhas sem sinais de TP, sem cetonuria, com concentracdo sanguinea de 3-OH e AGNE nos valores
de referéncia; adultas, primiparas e multiparas (22 cria), no terco final da gestacdo, da raca Santa
Inés, com peso médio de 50 Kg, vacinadas e vermifugadas.

O projeto teve parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, com registro nimero 86,/2018.

COLHEITA DE AMOSTRAS E ANALISES BIOQUIMICAS. Amostras de sangue foram coletadas por
venopuncao jugular, utilizando agulha para tubos a vacuo (25x0,8mm), em tubos contendo inibidor
da glicdlise com Fluoreto de sédio e em tubos sem anticoagulantes. Apos centrifugacdo, as amostras
foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e mantidas em ultrafreezer (-80°C) para posterior
processamento laboratorial. Amostras de urina foram obtidas por mic¢do espontinea, quando
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foram colhidas e armazenadas em coletores de urina para 50 mL, quando prontamente foram
realizados os exames da tira regente. A pesquisa de corpos cetdnicos na urina foi realizada com
emprego de fitas reagentes para urinalise (Labtest Diagndstica).

As concentragdes séricas de cTnl, Insulina e Cortisol foram realizadas por
eletroquimioluminescéncia, utilizando-se aparelho The Beckman Couter Acces Il (Beckman Couter
inc, Fullerton, CA, USA). As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica Analitica do Centro
de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da UFRPE.

No soro sanguineo foram realizadas as seguintes determinagdes: AGNE (RANDOX
Laboratories Ltd); 3-OH (RANBUT RANDOX Laboratories Ltd); Frutosamina (Labtest Diagnostica
S.A.); Aspartato aminotransferase (AST/GOT Liquiform Labtest Diagndstica S.A.), Gama-Glutamil
transferase (Gama-GT Liquiform Labtest Diagndstica S.A.), Creatina quinase (CK-NAC Liquiform
Labtest Diagnoéstica S.A.) e concentragdo plasmatica de Glicose (Glicose PAP Liquiform Labtest
Diagnostica S.A.) foram obtidas por analisador bioquimico semi-automatico (Bioplus® - Modelo
BIO 2000). A CK-MB (CK-MB Liquiform Labtest Diagnostica S.A.) foi analisada pelo aparelho
bioquimico automatico Labmax 240 Premium.

ANALISE ESTATISTICA. Os dados foram processados utilizando o programa estatistico MINITAB®
18. Inicialmente foram testados quanto a normalidade de distribuicdo utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis que nao atenderam as premissas de normalidade foram
submetidas a transformacio logaritmica (logig) ou radicial (x+1). Em seguida, as variaveis que
apresentaram normalidade na sua distribuicdo foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA
one way). Havendo significancia no Teste F da ANOVA, o contraste entre as médias foi realizado
pela diferenca minima significativa (d.m.s.) do teste de Tukey. As varidveis que ndo apresentaram
uma distribui¢do normal foram submetidas ao teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Realizou-
se, também, estudo de correlagio de Pearson para avaliar o grau de relagdo entre pares de
variaveis. Para todas as analises estatisticas foi adotado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Nas ovelhas acometidas por TP, os principais sinais clinicos evidenciados foram decubito
em 45,28% (24/53), disturbios do comportamento (apatia, estupor e coma) em 60,37% (32/53),
bem como outros sinais neurolégicos (opistétomo, reducdo da acuidade visual e dos reflexos de
paniculo, além de bruxismos e mioclonias) em 20,75% (11/53). Hipertermia foi observado em
30,18% (16/53), hipotermia 13,20% (7/53), conjuntiva ocular congesta em 45,28% (24/53). O
grau de desidratagdo variou de moderado a grave em 54,71% (29/53); inapeténcia ou anorexia em
35,84% (19/53) e redugdo da motilidade ruminal em 67,92% (36/53). Presenca de edema de
membros foi de 9% (5/53). Doencas intercorrentes foram diagnosticadas em 33 ovelhas (62,23%),
como verminose (16), hipocalcemia (7), prolapsos de trato reprodutor (vagina, cervix e utero) (6),
pneumonia (3) e mastite (2), havendo algumas associacdes entre elas. Quanto a resolugio clinica,
35 (66,03%) animais receberam alta, 12 (22,64%) vieram a 6bito e 6 (11,32%) foram indicados a
eutanasia. A evolucdo clinica foi de aproximadamente 11 dias de internamento para os animais que
receberam alta e 5 dias para os que vieram a 6bito.

As concentragdes médias de cTnl e CK-MB encontram-se na Quadro 1. Maiores
concentragoes séricas de cTnl foram observadas em ovelhas que tiveram TP e vieram a dbito
quando comparado com o grupo de ovelhas do grupo TP que tiveram alta clinica, e este diferiu do
grupo de ovelhas sem TP, ou seja, grupo controle. Quanto a concentragido sérica de CK-MB, os
valores encontrados nas ovelhas do grupo TP e que vieram a ébito foram maiores aquelas do grupo
controle.

Os valores médios, erro padrio da média (EPM) e nivel de significancia do perfil
bioquimico e hormonal encontram-se na Quadro 2. Maiores concentracdes séricas de 3-OH, AGNE,
glicose, cortisol, das atividades enzimaticas de AST, GGT e CK foram observadas nas ovelhas que
tiveram TP, que tiveram alta clinica e naquelas vieram a ébito, quando comparado com as ovelhas
do grupo controle. Quanto a concentragdo sérica de insulina, maior concentragao foi registrado nas
ovelhas do grupo controle quando comparado com as ovelhas dos demais grupos. Ndo foram
registradas variagdes significativas (p>0,05) para as concentracdes séricas de frutosamina e
atividade da GGT.
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No estudo de relacdo entre pares de variaveis, foram registradas correlagdes positivas
entre as concentragdes séricas de cTnl com CK-MB (r=0,68; p<.0001), com a atividade da AST
(r=0,57; p<.0001) e com CK (r=0,49; p=0,0010). Correlagdes positivas também foram observadas
entre a concentracdo sérica de CK-MB com a atividade da CK (r=0,749; p<0,001), AST (r= 0,57;

p=0,0010) e com a concentragao sérica de cortisol (r=0,41; p=0,0020) (Figura 01).

Quadro 1. Média, EPM, mediana, maximo, minimo e nivel de significancia da concentragio sérica de
cTnl, CK-MB de ovelhas com TP que receberam alta clinica (n=35), com TP que vieram a 6bito

(n=18) e sem TP (n=10).

Medidas de Tendéncia Central

Variaveis Grupos Média EPM Mediana Minimo Maximo Pr>F
Toponina | Controle 0,031¢ 0,00 0,01 0,01 0,08
(ng/mL) TP-A]ta 0,718 0,36 0,06 0,00 9,67 0,0002
TP-Obito 1,034 0,54 0,03 0,14 8,84
Controle 50,758 7,24 51,86 22,94 86,06
CK-MB (U/L) TP-Alta 131,8948 19,96 119,31 12,04 382,79  0,0328

TP-Obito 196,914 58,10 109,97 28,98 902,43

*Letras maitsculas diferentes na mesma linha difere ao nivel de 5% de probabilidade.

Quadro 2 - Valores médios, erro padrao da média e nivel de significancia da analise de variancia de
variaveis do perfil bioquimico e hormonal de ovelhas com TP que receberam alta clinica (n=35),

com TP que vieram a ébito (n=18) e sem TP (n=10).

Fatores de Variacdo

Variaveis Controle Alta Obito Pr>F
B-OH (mmol/L) 0,44+0,048 1,89+0,214 1,76+0,244 <.0001
AGNE (mmol/L) 0,38+0,108 1,100,114 1,51+£0,214 <.0001
Glicose (mg/dL) 47,63+3,408 82,56+7,014 84,56+10,224 0,0235
Frutosamina (umol/L) 176,06+5,98 214,90+9,60 200,70+8,87 0,0784
Insulina (pmol/L) 21,45+3,49A 3,50+0,598 3,51+1,38B <.0001
Cortisol (nmol/L) 53,74+12,518 285,82+52,434 426,48+94,484  0,0001
AST (U/L) 84,85+3,08 226,60+30,114 295,84+45,204 00,0001
GGT (U/L) 57,38+3,65 69,50+7,08 84,60+£15,10 0,3475
CK (U/L) 72,85+10,248 926,42+260,434 1911,2+£715,94  0,0001
“Letras maiusculas diferentes na mesma linha difere ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1 - Representacdo grafica da relacdo entre indicadores de lesdo cardiaca muscular com
enzimas e hormonios de ovelhas com TP, expressas pelas equagdes de linearidade, coeficiente de
Pearson e nivel de significancia.

DISCUSSAO

As principais alteracgdes clinicas encontradas nas ovelhas com TP, associadas aos disttrbios
do sistema nervoso (comportamentais), recumbéncia e morte foram relatados por outros autores
como frequentes na evolucdo da doenga, estes ocorrem de acordo com a intensidade da mesma e
podem indicar um prognoéstico desfavoravel, (ROOK, 2000; DUEHLMEIER et al,, 2011; SANTOS et
al,, 2011; MACEDO et al., 2015). A severidade da doenga esta relacionada ao processo lipolitico e o
grau de produgdo de corpos cetdnicos no plasma sanguineo, quando os niveis estdo acima de 1,6
mmol/L, indica que ha um severo grau de mobilizagdo gordurosa (ANDREWS, 1997), o que pode
justificar a alta taxa de mortalidade entre os animais doentes de (34%) encontrada neste trabalho,
esta condicdo também foi enfatizada por Campos et al, (2010). Os animais do grupo controle
permaneceram clinicamente saudaveis ao longo do periodo de observacao.

Ha de se relatar que a concentragdo de cTnl em ovelhas do grupo TP foi cerca de vinte
vezes mais elevada nos animais que tiveram alta clinica e mais de 30 vezes nos animais que vieram
a 6bito em relagdo as ovelhas sem TP (P=0,0002). Esta elevacdo expressiva da cTnl nas ovelhas
acometidas com TP, presumidamente, indicam uma significante injuria cardiaca e podem ter
contribuido paro o ébito/eutanasia das 18 ovelhas, devido a maior expressdo dos valores
encontrados, 30 vezes mais em relacdo ao controle e 20 vezes mais no grupo alta com TP. Este
resultado foi retratado por Tontis e Zwahlen, (1987) que encontraram lesdes degenerativas focais
nas células miocardicas contracteis e condutoras em ovelhas com TP. Uma explicacdo para elevagao
desta proteina pode ser a reducdo de agentes antioxidantes e a elevagdo de radicais livres, que sdo
gerados a partir de um quadro de hipercetonemia, que podem prejudicar o musculo cardiaco
(SAHOO et al,, 2009). Analisando este contexto, pode-se também postular que concentragdes
bastante elevadas da cTnl, assim como da cTnT, sugere um prognéstico ruim de sobrevivéncia
(THARWAT et al,, 2012; ABDELAAL et al., 2013). Condicao est4 constatada nas ovelhas com TP que
vieram a o6bito, neste trabalho, cujo valor médio obtido para a cTnl foi 1,03 ng/dL, podendo
considerar que, a partir deste se cria uma condig¢io de risco para o 6bito.
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A variagdo significativa observada na concentragio sérica de CK-MB significativa no grupo
com TP que vieram a 6bito destoa dos achados de Tharwat et al. (2012), que ndo encontraram
diferenca significativa entre os grupos de animais sadios e acometidos com TP, mesmo este ultimo
apresentado valores mais elevados, e justificam que a liberacdo desta enzima no momento do parto
ndo estd restrita ao coragdo, mas também pela unidade tGtero-placenta, além de outros tecidos como
musculo esqueléticos. Os resultados encontrados podem compartilhar com esta informag¢do uma
vez que os valores de CK e AST também estavam elevados. Vale ressaltar o fato de se ter obtido
correlacdes positivas entre esta variavel com cTnl, AST, CK. No entanto, ha de se relatar que, no
grupo de animais que vieram a 6bito, que em humanos esta variavel foi considerada um importante
marcador de infarto cardiaco em pacientes com diabetes tipo 2 e justicaram que a ocorréncia esta
relacionada ao estresse oxidativo, com producdo de radicais livres que contribuem para a
ocorréncia da lesdo (ALI et al., 2015). Esta condicao de estresse oxidativo e suas complicagdes em
ovelhas acometidas por TP foram relatada por Al-Qudah, (2011).

0 transtorno metabodlico provocado pela lipélise pode ser explicado pelas alteragdes nos
niveis de AGNE, no grupo TP a média esta cerca de trés vezes mais elevada que a média do controle,
indicando que houve uma severa mobilizacdo de gordura para atender uma maior demanda de
energia por parte das ovelhas e dos fetos. Para compensar a falta de energia (glicose) no interior da
célula, os triglicerideos maternos sao mobilizados, resultando em aumento dos niveis plasmaticos
de acidos graxos nio esterificados (SCHLUMBOHM E HARMEYER, 2004; DUEHLMEIER et al,, 2011;
SANTOS et al, 2011). A elevacdo dos indices de B-OH também foi uma condicdo observada,
refletindo uma gravidade de balango energético negativo, com lipomobilizacdo, acarretando em
perturbacdo do metabolismo de carboidratos e gorduras com consequente cetogénese hepatica
(ROOK, 2000; VAN SAUN, 2000; HARMEYER E SCHLUMBOHM, 2006; GONZALEZ et al, 2011;
HEFNAWY et al.,, 2011; MACEDO et al,, 2015; VASAVA et al., 2016).

0 aumento expressivo do cortisol demonstrou um estado de estresse nos animais
acometidos, esta condigdo em ovelhas com TP também foi descrita por Ford et al, (1990);
Sigurdsson, (1991) e Santos et al., (2011), com destaque para o grupo de animais que vieram a
Obito cujos valores foram bem elevados, refletindo o nivel de estresse e a gravidade desta
enfermidade. Este fato € justificado em estagios avancados, que podem ser observadas mudangas
significativas decorrente do aumento da produgdo pela adrenal ou pela incapacidade de excrec¢do
pelo figado em eliminar o cortisol circulante em ovelhas com TP (ISMAIL et al., 2008). Em situacoes
de estresse com elevacido dos niveis de cortisol, este pode assumir caracteristicas gliconeogénicas,
associado ao efeito inibitorio a insulina, interferindo nos receptores periféricos na utilizacdo da
glicose pelas células (BASSETT et al., 1966; SCHLUMBOHM E HARMEYER, 2008).

0 quadro de hipoinsulinemia constatado nas ovelhas acometidas pode ser justificado pela
acdo negativa do AGNE sobre a funcdo das células 3-pancreatica, comprometendo a produgio deste
horménio. Outro elemento que influencia a ocorréncia deste fendmeno é o cortisol elevado que
desempenha acdo antagoOnica a insulina (REGNAULT et al., 2004). Este fato foi constatado em
trabalhos com ovelhas e cabras acometidas por este distirbio metabdlico (SANTOS et al,, 2011;
SOUTO et al, 2013). Tal fato ja é bem relatado em pacientes humanos com diabetes tipo 2, que
mostram a ac¢do de lipotoxidade do AGNE sobre o pancreas (BODEN E SHULMAN, 2002). Relatam-
se ainda que associada mais a condi¢do de resisténcia a insulina nos tecidos ha riscos de ocorrer
alteracdes metabdlicas, induzindo o surgimento de doencas cardiovasculares (ORMAZABAL et al,,
2018)

0 estado hiperglicémico encontrado nas ovelhas com TP, retrata bem o que foi exposto nos
paragrafos anteriores, em que os indices elevados de cortisol e AGNE associado aos baixos valores
de insulina contribuiram para esta circunstancia (BASSETT et al., 1966; FORD et al., 1990; HENZE et
al. 1998; MACEDO et al,, 2015). Os valores de frutosamina mais elevados no grupo TP em relagao ao
GC retrata o estado de cronicidade nas alteragdes do perfil glicEmico no grupo de animais doentes.
Esta condigdo foi relatada por Santos et al., (2011) em ovelhas com a enfermidade. Este mecanismo
estd associado ao quadro de hiperglicemia em ovelhas com TP, que reflete a concentragio sérica de
glicose que havia uma ou duas semanas atras e nio apenas uma condicdo pontual (ROOK, 2000;
ENEMARK et al., 2004; KANEKO, 2008; FILIPOVIC et al., 2011; ALLISON, 2015).
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A elevacdo sérica de AST e GGT nos animais acometidos, é mais expressiva nos que vieram
a 6bito, retratando a intensa mobilizagao lipidica no metabolismo hepatico, que acarreta um quadro
de lipidose hepatica (HERDT, 2000b; CAL et al., 2009). Esta condi¢do de infiltragdo gordurosa é
também constatada nos rins e coragdo ou até mesmo pode ocorrer degeneracdo muscular pelo
catabolismo (ANDREWS et al., 1996). Estes achados foram relatados por Campos et al, (2010);
Santos et al,, (2011); Souto et al., (2013) em ovelhas e cabras acometidas por TP. O aumento da
atividade de CK, também foi constatado de forma mais expressiva nos animais com TP que vieram a
Obito, estando geralmente relacionado a ocorréncia de lesdes muscular cardiaca esquelética
(ANDREWS et al, 1996; HENZE et al,, 1998; SANTOS et al., 2011).

CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, este estudo demonstrou que dentre as variaveis
estudadas somente o marcado cardiaco cTnl foi mais expressivo nos animais que tiveram como a
resolucdo o ébito.
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ABSTRACT.- SOUZA L. M., MENDONCA C. L., ASSIS R. N,, OLIVEIRA FILHO E. F,, SOARES G. S. L.,
SOUTO R. J. C,, SOARES P. C.,, AFONSO J. A. B. 2019.[DYNAMICS OF CARDIAC BIOMARKERS cTnl
AND CK-MB IN GOATS WITH PREGNANCY TOXAEMIA.] DINAMICA DE BIOMARCADORES
CARDIACOS cTnl E CK-MB EM CABRAS COM TOXEMIA DA PRENHEZ. Pesquisa Veterindria
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Pernambuco, Av. Bom Pastor, SN, Caixa Postal 152, Boa Vista-Garanhuns-PE, CEP 55292-278,
Brasil. Email: afonsojab@oi.com.br

Pregnancy toxemia is considered the most common metabolic disease with a greater
impact on the production of small ruminants, which may threaten the productivity of goats and
sheep at the end of gestation. It is characterized by disorders in the energetic, protein, mineral and
hormonal metabolic profile, with obvious clinical signs, which can lead to loss of fetuses and
matrices. It is important to consider the use of biomarkers of myocardial injury in small ruminants
with prevalent metabolic diseases, such as pregnancy toxemia, since there are no studies conducted
in Brazil to verify the use of cTnl and CK-MB in the clinical evaluation of goats with this disease. In
this context, the aim of this study was to evaluate the effects of the metabolic disorder caused by PT
and its reflexes in the onset of heart injury, evaluating cTnl and CK-MB in goats affected by this
disease. A total of 44 goats were selected from the group of diseased goats that had a diagnosis of
PT, which was established through clinical and laboratory tests and a control group (CG) with 10
goats without TP. Higher serum concentrations of cTnl were observed in the group of goats with TP
(0.43 ng / mL), with a significant difference (P = 0.0238) when compared to the control group (0.06
ng / mL). Regarding the CK-MB activity, the results presented higher mean values in the TP group
(307.55 U / L) than in the GC (117.18 U / L) goats. Creatine kinase revealed a significant change (P
= 0.0223) between the groups, with the mean of the TP group being about 12 times higher than the
control. The values found in the energy profile differed significantly for the B-hydroxybutyrate,
AGNE and Glucose between the groups. The hormonal indicators presented a very significant
change in the group of animals with PT, with lower mean values for insulin (5.03 ppm / L) when
compared to the CG (10.66 pmol / L) (P = 0.0025). The concentration of cortisol in the TP group
(155.41 nmol / L) presented a significant mean higher than the CG (36.58 nmol / L) (P = 0.0032).
There was a correlation of the CK-MB cardiac marker with B-OH (r = 0.597, p <0.001) and a
moderate ratio of CK-MB to CK (r = 570, p <0.001), frutosamine (r = 0.467, p = 0.003), cortisol (r =
0.420, p = 0.013) and glucose (r = 0.406, p = 0.007) respectively. Negative relations were found
between cTnl with albumin (r = -0.314, p = 0.024) and CK-MB with insulin (r = -0.334 p = 0.025).
The clinical and metabolic alterations found in goats with PT were sufficient to induce cardiac
injury, portrayed by the elevation in the concentrations of the biomarkers cTnl and CK-MB, so that
these could be used as good indicators in the diagnostic and prognostic evaluation in this type of
disease.

Keywords: cardiac injury, clinical biochemistry, ketosis, metabolic disorders, small ruminants.
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Resumo.- A toxemia da prenhez é considerada a doenca metabdlica mais comum e de maior
impacto na producio de pequenos ruminantes, podendo ameacgar a produtividade de cabras e
ovelhas no final da gestacdo. E caracterizada por transtornos no perfil metabélico energético,
proteico, mineral e hormonal, com sinais clinicos evidentes, que podem acarretar em perdas de
fetos e matrizes. E importante considerar a utilizagio de biomarcadores de lesdo de miocardio em
pequenos ruminantes com enfermidades metabdlicas prevalentes, como a toxemia da prenhez, uma
vez que, ndo ha estudos realizados no Brasil verificando-se o uso de cTnl e CK-MB na avaliagdo
clinica de cabras com esta enfermidade. Neste contexto, objetivou-se avaliar os efeitos do
transtorno metabodlico provocado pela TP, e seus reflexos no surgimento de injuria cardiaca,
avaliando a cTnl e CK-MB em cabras acometidas por esta enfermidade. Foram utilizadas 44 cabras
que formaram o grupo de cabras doentes que tiveram diagnéstico de TP, o qual foi firmado por
meio de exames clinicos e laboratoriais e um grupo controle (GC) com 10 cabras sem TP. Foram
observadas maiores concentragdes séricas de cTnl no grupo de cabras com TP (0,43 ng/mL),
havendo diferenca significativa (P=0,0238), quando comparadas com o grupo controle (0,06
ng/mL). Quanto a atividade da CK-MB, os resultados apresentaram valores médios superiores no
grupo TP (307,55 U/L) em comparacgdo aos encontrados nas cabras do GC (117,18 U/L). A creatina
quinase revelou uma alteracao significativa (P=0,0223) entre os grupos, sendo a média do grupo TP
cerca de 12 vezes mais elevada que o controle. Os valores encontrados no perfil energético
diferiram significativamente para o B-hidroxibutirato, AGNE e Glicose entre os grupos. Os
indicadores hormonais apresentaram alteracées bem expressivas no grupo dos animais com TP,
com valores de média inferiores para insulina (5,03pmol/L), quando comparado com o GC (10,66
pmol/L) (P=0,0025). A concentragdo do cortisol no grupo TP (155,41nmol/L) apresentou a média
significativa mais elevada que o GC (36,58 nmol/L) (P=0,0032). Existiu correlagio do marcador
cardiaco CK-MB com o 3-OH (r=0,597, p<0,001) e relagio moderada também da CK-MB com a CK
(r=570, p<0,001), frutosamina (r=0,467, p=0,003), cortisol (r=0,420, p=0,013) e glicose (r=0,406,
p=0,007) respectivamente. Relacdes negativas foram encontradas entre a cTnl com albumina (r= -
0,314, p=0,024) e da CK-MB com insulina (r= -0,334 p=0,025). As alteragdes clinicas e metabdlicas
encontradas nas cabras com TP foram suficientes para provocar injaria cardiaca, retratada pela
elevacdo nas concentracdes dos biomarcadores cTnl e CK-MB, com isso, poderdo estes serem
usados como bons indicadores na avaliacdo diagndstica e progndstica neste tipo de enfermidade.

Palavras chaves: distirbios metabdlicos, lesdo cardiaca, cetose, bioquimica clinica, pequenos
ruminantes.

INTRODUCAO

A toxemia da prenhez (TP) é considerada a doeng¢a metabdlica mais comum e com alta
letalidade de pequenos ruminantes, podendo comprometer a produtividade de cabras e ovelhas no
final da gestacdo (ABDELAAL et al,, 2013). E caracterizada por transtornos no perfil metabélico
energético, proteico, mineral e hormonal, com sinais clinicos evidentes, que podem acarretar em
perdas de fetos e matrizes (ROOK, 2000; SOUTO et al.,, 2013). O balanco energético negativo, no
final da gestacdo, pode ocorrer a depender da quantidade de fetos, animais com gestacdo multipla
de dois ou trés fetos podem requerer de 180 a 240% mais energia que aqueles com gestacdo
simples. Cabras obesas com multiplos fetos tém grandes chances de desenvolver a doenca pela
limitacdo do espago ruminal provocado pelo acimulo de gordura intra-abdominal, diminuindo a
quantidade de alimentos ingeridos (ERMILIO; SMITH, 2011).

As exigéncias nutricionais da m3e aumentam no terco final da gestagdo devido a
mobilizacdo de energia para a formacdo do feto, membranas e fluidos placentarios, além do
desenvolvimento mamadrio. O periodo de transicdo é caracterizado pela rdpida mudanca no
metabolismo animal e, particularmente, por uma queda acentuada no consumo de matéria seca,
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seguida de lenta recuperagio no periodo pos-parto(CAVALCANTI FILHO et al., 2007; RODRIGUES et
al.,, 2007).

Esta condi¢do provocada pela TP ocasiona um aumento na concentragdo do Beta-
hidroxibutirato (-OH) que pode estar relacionado com a gravidade da doenga, juntamente com o
aumento do cortisol onde os mesmos desempenham um papel importante na indu¢do da
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativos em cabras e ovelhas com concentragées elevadas de
corpos cetonicos (SCHLUMBOHM; HARMEYER, 2004; AL-QUDAH, 2011). O estresse oxidativo é
caracterizado pelo aumento da producdo de radicais livres decorrentes do aumento da atividade
metabdlica durante a gestacdo, pelo balan¢o energético negativo e formacdo de corpos cetdnicos,
culminando com reducdo das reservas de antioxidantes e surgimento de processos inflamatérios
agudos ou cronicos, que pode resultar em disfuncdo endotelial e desenvolvimento de doencas
vasculares em longo prazo, semelhantes as complicacdes observadas em pacientes com diabetes do
tipo I e II. Esta condicdo pode ser monitorada através de biomarcadores e varios métodos que
foram desenvolvidos para avaliar esta enfermidade nos ruminantes com o uso de indicadores
metabdlicos do perfil energético como glicose, B-OH, AGNE (CASTILLO et al.,, 2005; JAIN et al,, 2006;
AL-QUDAH, 2011).

0 uso de biomarcadores cardiacos, como a troponina (cTnl) e creatinina quinase banda
miocardica (CK-MB), sdo amplamente utilizados na medicina humana no diagndstico de pacientes
com injurias do miocardio. Na Medicina Veterindria, esses marcadores tém sido usados em
diferentes espécies no diagnoéstico de lesdes cardiacas, como em bovinos (GUNES et al., 2005, 2008;
TUNCA et al,, 2008), ovinos (TUNCA et al., 2009), e caprinos (THARWAT et al,, 2012; ABDELAAL et
al,, 2013; KARAPINAR et al,, 2016).

Importante considerar a utilizagdo de biomarcadores de lesdo de miocardio em pequenos
ruminantes com enfermidades metabdlicas prevalentes, como a TP. Uma vez que nao ha estudos
realizados no Brasil verificando-se o uso de cTnl e CK-MB na avaliacado clinica de cabras com esta
enfermidade. Neste contexto, objetivou-se avaliar os efeitos do transtorno metabdlico provocado
pela TP, e seus reflexos no surgimento de injiria cardiaca, avaliando o comportamento da cTnl e
CK-MB em cabras acometidas por esta enfermidade.

MATERIAL E METODOS

LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO. Este trabalho foi realizado na Clinica de Bovinos de
Garanhuns, Campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), onde foram avaliadas
clinica e laboratorialmente 44 cabras diagnosticadas com quadro clinico de TP, além de grupo
controle (GC) de cabras prenhas sadias no terco final da gestacgao.

ANIMAIS. Foram utilizadas 44 cabras que tiveram diagnoéstico de TP, o qual foi firmado por meio de
exames clinicos e laboratoriais. As cabras do grupo TP tinham idade entre um e seis anos, criadas
em propriedades com sistema de manejo predominantemente intensivo, recebendo dietas
contendo ragdo concentrada. O peso médio dos animais foi de 50Kg, com escore corporal (ECC)
médio de 2,5. As cabras eram das racas Saanen, Anglo Nubiana, Boer, Nambi, Parda Alpina,
Toggenburg e mesticas e foram submetidos a exame clinico de acordo com Diffay et al.,, (2004).
Também foram realizados exames ultrassonograficos para determinagdo da quantidade e
viabilidade fetal.

Para critério de inclusdo no grupo TP, foram considerados os sinais clinicos, cetondria em
diferentes graus de intensidade na fita reagente (+, ++, +++) e concentracdo sanguinea de beta-
hidroxibutirato (-OH) e &acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) acima de 0,8 mmol/L e 0,4
mmol/L, respectivamente, de acordo com Andrews, (1997). O grupo de cabras sem TP (GC) foi
composto por 10 cabras sem sinais de TP, sem cetonuria, com concentragido sanguinea de 3-OH e
AGNE nos valores de referéncia; adultas, multiparas, no terco final da gestacdo, da raga Saanen, com
peso médio de 50 Kg, vacinadas e vermifugadas.

O projeto obteve parecer favoravel da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, com registro nimero 86,/2018.
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COLHEITA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS. Amostras de sangue foram coletadas por
venopuncdo jugular, utilizando agulha para tubos a vacuo (25x0,8mm), em tubos contendo
anticoagulante Fluoreto de s6dio e em tubos sem anticoagulantes para obtencdo de plasma e soro
respectivamente. Apds centrifugacdo, as amostras foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e
mantidas em ultrafreezer (-80°C) para posterior processamento laboratorial. Amostras de urina
foram obtidas por micgdo espontanea, quando foram colhidas e armazenadas em coletores de urina
para 50 mL, quando prontamente foram realizados os exames da tira regente. A pesquisa de corpos
cetonicos na urina foi realizada com emprego de fitas reagentes para urindlise (Labtest
Diagnéstica).

As concentragdes séricas de cTnl (Karapinar et al, 2016), Insulina e Cortisol foram
realizadas empregando-se ensaio imunoenzimatico por eletroquimioluminescéncia, utilizando-se
aparelho The Beckman Couter Acces II (Beckman Couter inc, Fullerton, CA, USA). As analises foram
realizadas no Laboratdrio de Quimica Analitica do Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da
UFRPE.

No soro sanguineo foram realizadas as seguintes determinagdes: AGNE (RANDOX
Laboratories Ltd); 3-OH (RANBUT RANDOX Laboratories Ltd); Frutosamina (Labtest Diagndstica
S.A.); Aspartato aminotransferase (AST/GOT Liquiform Labtest Diagndstica S.A.), Gama-Glutamil
transferase (Gama-GT Liquiform Labtest Diagndstica S.A.), Creatina quinase (CK-NAC Liquiform
Labtest Diagndstica S.A.) e concentragdo plasmatica de Glicose (Glicose PAP Liquiform Labtest
Diagnostica S.A.) foram obtidas por analisador bioquimico Bioplus® - Modelo BIO 2000 e a CK-MB
(CK-MB Liquiform Labtest Diagnostica S.A.) pelo Labmax 240 Premium.

ANALISE ESTATISTICA. Os dados foram processados utilizando o programa estatistico MINITAB®
18. Inicialmente foram testados quanto a normalidade de distribuicdo utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis que ndo atenderam as premissas de normalidade foram
submetidas a transformacdo logaritmica (logio) ou radicial (x+1). Em seguida, as variaveis que
apresentaram normalidade na sua distribuicdo foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA
one way). Havendo significancia no Teste F da ANOVA (one way), o contraste entre as médias foi
realizado pela diferenca minima significativa (d.m.s.) do teste de Tukey. As variaveis que nao
apresentaram uma distribuicdo normal foram submetidas ao teste nio-paramétrico de Mann-
Whitney. Realizou-se, também, estudo de correlacdo de Pearson para avaliar o grau de relacdo
entre pares de variaveis e foi avaliada segundo Little e Hills, (1978)Little e Hills (1978), ficando
estabelecido a existéncia de alta relagdo quando r>0,60; moderada relagdo quando 0,30<r<0,60 e
baixa relagdo quando r<0,30. Para todas as analises estatisticas foi adotado o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Nas cabras acometidas por TP, os principais sinais clinicos evidenciados foram decubito,
disturbios comportamentais em 37,50% (apatia, depressdo e estupor) e sinais neuroldgicos
(bruxismo, opistétomo, reducdo de reflexos de paniculo e ameaga, nistagmo, miose e paresia de
membros) em 20,83%. Hipertermia (51,16%) e hipotermia (4,16%) também foram destacadas,
diminuicdo do escore da condi¢do corporal (ECC) em 37,50%, desidratacdo de moderada a grave
(75 %), congestao de mucosas (12,5%), reducdo do apetite em 33,33% e diminuicdo da motilidade
do trato gastrointestinal em 45,83%. No sistema locomotor foram encontradas altera¢gdes como
aumento de volume e edema de membros em 25%. Foram destacadas algumas doengas
intercorrentes em 54,16% dos animais acometidos por TP, como verminose, hipocalcemia,
broncopneumonia, polioenfalomalacia e prolapso vaginal. Nos casos mais graves, 47,7% dos
animais vieram a 6ébito com evolugao clinica de cinco dias, enquanto para aqueles que receberam
alta esta foi de 10 dias.

As concentragdes médias de Troponina (cTnl) e CK encontram-se na Tabela 1. Foram
observadas maiores concentracdes séricas de cTnl no grupo de cabras com TP (0,43 ng/mlL),
quando comparadas com cabras do grupo controle (0,06 ng/mL) (p=0,0238). A atividade da CK foi
maior no grupo TP diferindo do grupo controle (p=0,0223). Quanto a atividade da CK-MB, ndo foi
registrado variagdo significativa para as cabras de ambos os grupos (p=0,0680) (Tabela 2).
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Variagoes significativas foram registradas para as seguintes variaveis: §-OH (p=<.0001),
NEFA (p=<.0001), glicose (p=0,0325), insulina (p=0,0025), cortisol (p=0,0032), AST (p=0,0204) e
GGT (p=0,0111). Nao foi observado variagido significativa para as concentracdes séricas de
frutosamina (p=0,4822), colesterol (p=0,5925), triglicérides (p=0,8833), ureia (p=0,3774) e
creatinina (p=0,1969) (Tabela 2).

Maiores concentragdes plasmaticas de (3-OH, NEFA e glicose e concentragdes séricas de
cortisol e das atividades enzimaticas de AST e GGT foram observadas nas cabras do grupo TP em
relacdo as cabras do grupo controle. Quanto a concentragio sérica de insulina, maior concentragio
foi registrado nas cabras do grupo controle e menor no grupo TP.

Tabela 1. Valores das médias, erro padrao da média (EPM), mediana, maximo, minimo e nivel de
significancia da andlise de variancia das concentragdes séricas de Troponina I, CK-MB e CK de
cabras com (n=44) e sem (n=10) TP.

Variaveis Grupos Média+EPM Mediana Maximo Minimo Pr>F
Troponina I Controle 0,060,028 0,01 0,21 0,00 0,0238
(ng/mL) TP 0,430,234 0,06 9,54 0,00
CK-MB Controle 117,18+14,24 118,67 202,45 53,74 0,0680
(u/L) TP 307,55£36,20 260,88 933,43 11,12
CK (U/L) Controle 48,89+15,468 97,14 242,90 72,85 0,0223
TP 622,04+154,524 255,00 4784,00 24,29

*Letras maitsculas diferentes na mesma coluna difere ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2 - Valores médios, erro padrao da média e nivel de significancia da andlise de varidncia de
variaveis de metabdlitos do perfil bioquimico e hormonal de cabras com (n=44) e sem (n=10) TP

Grupos

Variaveis Unidade Controle TP Pr>F
-OH (mmol/L) 0,29+0,038 4,78+0,574 <.0001
AGNE (mmol/L) 0,38+0,07B 1,400,114 <.0001
Glicose (mg/dL) 39,96+1,458 74,42+7,88A 0,0325
Frutosamina (umol/L) 200,24+5,74 210,43+7,91 0,4822
Colesterol (mg/dL) 86,18+4,18 90,42+4,72 0,5925
Triglicerideos (mg/dL) 23,96+3,40 25,95+3,29 0,8833
Insulina (pmol/L) 10,66+1,984 5,03+1,088 0,0025
Cortisol (nmol/L) 36,58+8,018 155,41+22,854 0,0032
AST (u/L) 86,4315,138 150,12+14,694 0,0204
GGT (U/L) 32,13+£2,228B 46,61+2,824 0,0111
Ureia (g/dL) 50,11+2,16 47,94+3,44 0,3774
Creatinina (mg/dL) 0,85+0,04 1,11+0,10 0,1969

*Letras maitsculas diferentes na mesma linha difere ao nivel de 5% de probabilidade.

Relacdo positiva e de alta intensidade foi observada entre a CK-MB com o 3-OH (r=0,60;
p<0,001) e relacao positiva e de moderada intensidade foi registrada entre CK-MB com CK (r=57;
p<0,001), com frutosamina (r=0,47; p=0,003), cortisol (r=0,42; p=0,013) e glicose (r=0,41;
p=0,007), respectivamente. Relagdo negativa e de moderada intensidade foi registrada entre a
Troponina (cTnl) com albumina (r= -0,31; p=0,024) e CK-MB com insulina (r= -0,33; p=0,025)
(Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo grafica da relacdo entre indicadores de lesdo cardiaca muscular com
enzimas e hormonios de cabras com TP, expressas pelas equacgdes de linearidade, coeficiente de
correlacdo de Pearson e respectivo nivel de significancia.
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DISCUSSAO

As alteragdes clinicas encontradas nas cabras com TP, associadas aos distirbios de
comportamento, da locomog¢io, doencgas intercorrentes e 6bito foram descritas por outros autores
(BARAKAT et al,, 2007; SOUTO et al., 2013). De acordo com Hefnawy et al., (2011) os sinais clinicos
surgem quando o animal ndo consegue atender as demandas de glicose pela unidade dtero-placenta
e desenvolvem um quadro de cetonemia, geralmente no terco final da gestacdo, com fetos
multiplos, tendo a gravidade da condi¢do clinica relacionada pela maior intensidade desta. Como
constatado neste trabalho, com indices de 6bito de 47,7% para os casos mais graves com evolugio
clinica de cinco dias, no entanto, nos casos com menor gravidade em que os animais tiveram alta
clinica a evolugao do caso ocorreu em média de 10 dias de internamento.

As concentragdes de cTnl nas cabras com TP foram marcantes, alcangando valores 7,17
vezes mais elevados em relagdo ao GC. Esta condi¢do também foi encontrada por Tharwat et al,,
(2012), que presumiram haver uma injuria cardiaca nos animais com este transtorno metabolico.
Para Sahoo et al, (2009) a elevagdo desta proteina pode ser devido a reducdo de agentes
antioxidantes e a elevacdo de radicais livres, que sdo gerados a partir de um quadro de
hipercetonemia, que podem prejudicar o musculo cardiaco. Na TP a lesdo macroscdpica mais
evidente é a infiltragdo gordurosa do figado, no entanto, as alteracdes degenerativas focais em
células contrateis e condutoras do miocardio, como também no cdrtex adrenal e epitélio tubular
proximal do rim podem ocorrer pelo mesmo mecanismo (TONTIS; ZWAHLEN, 1987). Este
fendmeno pode explicar a correlacdo negativa da cTnl com a albumina (r= -0,314, p=0,024), uma
vez que quando ocorre a elevacdo da cTnl, pelo dano ao miocardio, a diminui¢ido da concentragio
de albumina sérica pode estar relacionado a insuficiéncia hepatica ou renal nas cabras com TP
(YARIM; CIFTCI, 2009).

Quanto aos resultados encontrados para CK-MB, sdo semelhantes aos encontrados por Tharwat
et al. (2012), que ndo constataram diferenca significativa entre os grupos de animais sadios e
acometidos por esta doenga, mesmo este ultimo ter apresentado valores mais elevados, como neste
trabalho, e atribuiu este aumento a liberacdo desta enzima no momento do parto, por ndo ser
restrita ao coracdo, mais também a unidade dtero-placenta, além de outros tecidos como musculo
esqueléticos. A auséncia de correlagdo entre os biomarcadores cardiacos CK-MB e cTnl encontrada
neste estudo pode estar relacionada as caracteristica de ambos, a cTnl estd presente cerca de
quatro vezes mais no musculo cardiaco quando comparada com a CK-MB, favorecendo sua detec¢do
mesmo em pequenas lesdes do miocardio (ADAMCOVA, 2003). Outra caracteristica importante é a
meia vida de cada uma delas, a cTnl pode ser detectada de poucas horas até 10-14 dias na
circulacdo sanguinea, entretanto, a CK-MB atinge seu pico entre 10 e 24 horas ap6s o inicio dos
sintomas e reduz para valores normais em 72 a 96 horas (THARWAT et al,, 2012; VOLZ et al,, 2012).

Esta condicdo foi analisada em cdes acometidos por diabetes cetoaciddticas (tipo II), nos
quais o comportamento desta variavel foi alterado, constatando valores significativamente maiores
em comparacdo com o grupo sadio (SURACHETPONG et al,, 2016). Resultados semelhantes foram
encontrados em pacientes humanos com o mesmo tipo de diabetes (ATABEK et al.,, 2004; EUBANKS
et al,, 2012). Moller et al,, (2005) revelaram elevagdo dos marcadores cardiacos, como a CK-MB,
sugerindo que a cetoacidemia pode contribuir para elevacdes das enzimas cardiacas, em
decorréncia da grande quantidade de AGNE produzido pelo processo lipolitico, gerando grandes
quantidades de corpos cetonicos no sangue, principalmente quando as concentragdes de insulina
estavam baixas, correlacionando com o grau de acidose. Outra possibilidade constatada é que as
elevadas concentracées de AGNE podem acarretar a incorporagdo dos mesmos e formar micelas
nas membranas plasmaticas do miocardio, provocando a desestabilizagdo e ruptura da membrana
(VAN DER VUSSE et al., 1992). Estes fatores podem explicar a relagdo da CK-MB com indicadores do
perfil energéticos como B-OH (r=0,597, p<0,001), frutosamina (r=0,467, p=0,003) e glicose
(r=0,406, p=0,007).

Outro fator relevante a ser considerado foi a elevacdo nas concentracées dos indicadores
energéticos como 3-OH, AGNE e glicose no grupo TP comparando com o GC. A concentracdo média
de AGNE foi 3,68 vezes mais elevada nas cabras com TP, seguida do 3-OH que esteve cerca de 16,48
vezes o valor médio encontrado no GC. Altos niveis de AGNE e sua beta-oxidacdo para producao de
energia e hipercetonemia sdo as principais alteracdes bioquimicas registradas na Cetose (SAHOO et
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al,, 2009). A elevacdo dos indices de B-OH reflete a gravidade do balan¢o energético negativo e a
manifestacdo clinica encontrada, devido a grande lipomobilizagio, ha uma intensa perturbagio do
metabolismo de carboidratos, hormonal e lipidico (ROOK, 2000; VAN SAUN, 2000; HARMEYER;
SCHLUMBOHM, 2006; HEFNAWY et al.,, 2011; SOUTO et al., 2013). Essas mudangas no equilibrio
metabdlico causam intimeros efeitos adversos na func¢do mitocondrial e na geracdo de espécies
reativas de oxigénio que podem causar danos nos diferentes tecidos (AL-QUDAH, 2011;
GURDOGAN et al, 2014).

A condicdo de glicemia mais elevada nas cabras com TP é derivada dos mecanismos
hormonais acima descritos, destacando-se o cortisol, e da agdo provocada pelo aumento nas
concentracgoes sérica de AGNE, que juntos podem interferir diretamente no estado glicémico destes
animais (BASSETT et al.,, 1966; FORD et al., 1990; HENZE et al., 1998; SOUTO et al,, 2013). De
acordo com Lima et al. (2012), Souto et al. (2013) e Macedo et al. (2015), a condigdo de
hiperglicemia encontrada em algumas situacdes também pode ser considerada como indicador de
um mau progndstico em cabras e ovelhas com TP, tendo-se registrado elevados indices de
mortalidade neste estado glicémico. Os valores médios elevados de frutosamina nas cabras com TP
retratam a cronicidade deste estado de hiperglicemia. Este resultado esta associado ao estado
glicémico ocorrido nas ultimas duas semanas e ndo apenas uma condi¢do pontual (ROOK, 2000;
ENEMARK et al., 2004; KANEKO, 2008; FILIPOVIC et al., 2011; ALLISON, 2015).

A concentracdo sérica de insulina significativamente reduzida nos animais acometidos com
TP sdo relatadas por Santos et al. (2011), Souto et al. (2013) e Macedo et al. (2015), que atribuiram
as anormalidades no perfil energético, responsavel por gerar alteracdes na utilizagdo da insulina
pelas células, causando resisténcia nos tecidos, refletindo negativamente no consumo e oxidagio da
glicose. Para Jain et al. (2006) e Ormazabal et al, (2018), em humanos, este mecanismo de
resisténcia, que altera o equilibrio da glicose, gerando uma condicdo de hiperglicemia, constitui ser
um dos principais fatores de risco no desenvolvimento de complicacdes vasculares, contribuindo
para o aumento do estresse oxidativo e a disfuncdo de células endoteliais, podendo induzir o
desenvolvimento de complica¢des cardiacas.

A condicdo de estresse nas cabras do grupo TP pode ser constatada pela concentracdo do
cortisol, este estado de estresse também foi encontrado por outros autores em cabras com TP
(ISMAIL et al.,, 2008; SOUTO et al., 2013). Para Bassett et al., (1966) e Schlumbohm; Harmeyer,
(2008) este efeito, provocado pela elevacdo nas concentragdes de cortisol nos animais com TP,
pode interferir no perfil glicémico destes animais devido as suas caracteristicas gliconeogénica,
associada a sua acdo inibitéria a insulina interferindo na utilizacdo de glicose pelos receptores
periféricos.

De acordo com Ford et al., (1990), trabalhando com ovelhas acometidas pela TP, cerca de
80% dos animais apresentaram concentragdes de cortisol acima de 275,88 nmol/L, e afirmou ainda
que esse valor pode ser um indicador de mal prognéstico em estagios avangados da doenca. Em
nosso estudo com cabras com TP, esses resultados ndo foram semelhantes, apenas 18% tiveram
acima deste valor; no entanto, levando em consideracdo a média do grupo doente, 34% das cabras
tiveram concentragdes acima desta média. Estes resultados foram semelhantes aos encontrados
por Ismail et al.,, (2008) que encontraram na maioria dos animais concentragdes abaixo deste valor
e a definiu como moderada a gravidade da doencga, porém relatam que em estagios avancados
ocorre uma mudanca significativa, no qual elevam-se os valores deste hormoénio, devido ao
aumento do débito adrenal ou reducdo da excrecio do cortisol pelo figado.

0 comprometimento da funcdo hepatica pode ser observado pelos valores elevados da
atividade da AST e GGT no grupo de cabras com TP, indicando uma forte mobilizacdo lipidica no
metabolismo hepatico, que pode acarretar um quadro de lipidose hepatica (HERDT, 2000b; CAL et
al,, 2009). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Campos et al. (2010), Santos et
al. (2011), Souto et al. (2013), em ovelhas e cabras com um quadro clinico de TP. A elevagdo da
atividade de AST pode estar relacionada também com danos a fun¢do muscular, tendo como
indicativo os valores médio encontrado na atividade de CK que além de significativa, foi bastante
expressiva neste grupo (622,04 U/L) em comparagdo ao grupo controle (48,89 U/L) (P=0,0223).
Segundo Andrews et al., (1996) e Henze et al, (1998) este aumento pode acontecer devido ao
surgimento de lesdes muscular cardiaca e esquelética provocada provavelmente pela degeneracgio
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lipidica em casos de TP. Fato este que pode ser comprovado pela relagdo da CK-MB com CK (r=0,57;
p<0,001).

CONCLUSAO

As alteragdes clinicas e bioquimicas do perfil proteico, energético, hormonal e enzimatico
encontradas nas cabras com TP foram suficientes para provocar injuria cardiaca, retratada pela
elevacdo nas concentracdes dos biomarcadores cTnl e CK-MB, com isso, poderdo estes serem
usados como bons indicadores na avaliacdo diagndstica e progndstica neste tipo de enfermidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O destaque dos resultados deste trabalho é a magnitude que a TP provoca na
condicdo metabdlica dos animais, refletindo de maneira marcante nos biomarcadores
cardiacos cTnl e CK-MB, podendo considerar esta doenca como fator de risco para

ocorréncia de injurias geradas por este transtorno ao coracao.

Os resultados obtidos, além de inéditos no Brasil, em casos naturais de TP,
foram significativos para considerar o emprego de novas medidas terapéuticas,
incluindo o uso de antioxidantes no protocolo de tratamento da doenca a fim de prevenir
danos ao coracao e outros tecidos. A utilizacdo destes biomarcadores na rotina clinica
pode ser uma boa ferramenta na aplicagdo do diagndstico e avaliacdo prognoéstica neste
tipo de enfermidade, possibilitando uma melhor intervencédo terapéutica e diminuindo as

perdas de animais e prejuizos aos produtores.
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6. ANEXOS

ANEXO A — InstrucGes aos autores (Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link
<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com o0s arquivos de texto na
versdo mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de
apresentacdo dis-poniveis no ato de submissdo e no site da revista (www.pvb.
com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e nao
considerados para publicagdo em outro periodico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short commu-nications) sob a forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do artigo enviado.
Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhaveis ou necessarias. Os artigos
submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edi¢ao da revista é cobrada taxa de
publicacédo (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por artigo editorado, na ocasiéo
do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o contetddo do artigo; pormenores de identificacdo
cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando
compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como
por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.);
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os
artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versao do RESUMO em portugués, podendo ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;
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d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando
0s mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE
INDEXACAO” que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUGCAO deve ser breve, com citacdo bibliogréfica especifica sem que a

mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo da experimentacao por outros pesquisadores. Em experimentos com animais,

deve constar a aprovagio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos,
apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente
expressar dados complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em

Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o convém
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma

obrigacdo do autor e da revista de publica-los;
i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de

rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no artigo e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabética e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores
(todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicacdo citada, e, abreviado (por
extenso em casos de divida), o nome do periédico ou obra, usando sempre como

exemplo os altimos fasciculos da revista (www.pvb.com.br).
2. Na elaboracéo do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre linha simples; a pagina
deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita),

0 texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
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Figuras no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter
seus arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos

por extenso no inicio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
arabicos colocados em sobrescrito apos a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numeracao sera continua por todo o artigo; as notas deverdo ser lancadas ao pé da
pagina em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de
fim”, do Word. Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto.
Estas citacOes serdo feitas pelos respectivos niumeros e, sempre que possivel, em ordem
crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um so paragrafo e

ndo devem conter citagdes bibliogréficas.

) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de
todos os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para
correspondéncia e dos demais autores. Em sua redagdo deve-se usar virgulas em vez

de tracos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicfes, ao aparecerem pela primeira vez no

artigo, serdo colocadas entre parénteses, apds 0 nome da instituicdo por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até dois
autores serdo citados pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por esses elementos,
a diferenciacgdo seré feita através do acréscimo de letras mindsculas ao ano. Artigos ndo
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no
final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a
referéncia do artigo que serviu de fonte, serd incluida na lista uma s6 vez. A
menc¢do de comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados € feita no texto somente
com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de artigos colocados
cronologicamente entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o
ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);
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f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com o0s
nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacgédo de seus varios

elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengfes adotadas sera incluida
preferentemente, na area do gréafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do

grafico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informac@es suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do
texto).

5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as
colunas deve vir o cabecalho entre dois tragos longos, um acima e outro abaixo. Nao ha
tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomegandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo

abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.
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ANEXO B - Licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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