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RESUMO

Com o objetivo de avaliar e comparar as alteragBes clinicas e
hematoldgicas de equinos submetidos a restricdo alimentar maxima de 48
horas, 32 animais foram distribuidos em dois grupos, controle (CONT) e
restricdo alimentar (RA). Foi realizada avaliacdo dos parametros clinicos antes
do inicio do jejum (MO) e a cada seis horas de jejum (M1- 6 horas; M2- 12
horas; M3- 18 horas; M4- 24 horas; M5- 30 horas; M6- 36 horas; M7- 42 horas
e M8- 48 horas). Amostras de sangue foram colhidas por venopuncéo jugular
nos mesmos momentos para realizacdo do hemograma, bioquimica e
proteinograma sérico. Foi utilizado o programa estatistico (Proc UNIVARIATE,
PROC MEANS, SAS, 2016) para verificacdo do nivel de significancia entre
grupos e entre momentos para P< 0,05. Na avaliacdo fisica a motilidade
intestinal (MI) e a temperatura retal (TR) do grupo RA apresentaram diminui¢cao
de média em relacdo ao momento basal e em relagcdo ao grupo CONT. A
hematimetria ndo sofreu efeito do tratamento. Porém a contagem global e
diferencial de leucécitos (eosindfilos, linfécitos, neutréfilos e mondcitos), foram
influenciados pela restricdo alimentar. As variaveis bioquimias: ureia,
triglicerideos, colesterol total e albumina apresentaram elevacdo em relagédo ao
momento basal no grupo RA, enquanto a creatinina sofreu redugao na
concentracdo. O Aspartato aminotrasferase (AST) do grupo RA aumentou em
relacdo ao grupo CONT. As concentracdes de proteina total (PT), gama
glutamil trasferase (GGT) e das proteinas de fase aguda ndo sofreram efeito do
tratamento. Paramentros fisicos hematologicos e bioquimicos de equinos sao
influenciados pela restricdo alimentar associados as adequacf8es metabdlicas
adaptativas. Valores de triglicerideos e colesterol podem estar acima do
intervalo de referémncia para a espécie equina em resposta a restricdo
alimentar, destacando a importancia de correlacionanar os resultados de tais

variaveis ao estado nutricional.

Palavras-chave: cavalo, jejum, patologia clinica



ABSTRACT

In order to evaluate and compare the clinical and hematological
alterations of equines submitted to the maximum feed deprivation of 48 hours,
32 animals were distributed in two groups, control (CONT) and feed deprivation
(FD). The clinical parameters were evaluated before the start of fasting (MO)
and every six hours of fasting (M1-6 hours, M2-12 hours, M3-18 hours, M4-24
hours, M5-30 hours, M6- 36 hours, M7-42 hours and M8-48 hours). Blood
samples were collected by jugular venipuncture at the same time points for
blood counts, biochemistry and serum proteinogram. The statistical program
(Proc UNIVARIATE, PROC MEANS, SAS, 2016) was used to verify the level of
significance between groups and between moments for P <0.05. In the physical
evaluation, the intestinal motility (IM) and the rectal temperature (RT) of the FD
group decrease in average to the baseline and in relation to the CONT group.
Hematimetry was not affected by the treatment. However, global and differential
counts of leukocytes (eosinophils, lymphocytes, neutrophils and monocytes)
were influenced by dietary restriction. The biochemical variables: urea,
triglycerides, total cholesterol and albumin increased relative to the basal
moment in the RA group, while the creatinine decreased in concentration.
Aspartate aminotransferase (AST) from the RA group increased compared to
the CONT group. The concentrations of total protein (PT), gamma glutamyl
transferase (GGT) and of the acute phase proteins did not undergo treatment
effect. Hematological and biochemical physical parameters of equines are
influenced by dietary restriction associated with metabolic adaptations.
Triglyceride and cholesterol values may be above the reference range for the
equine species in response to dietary restriction, emphasizing the importance of

correlating the results of such variables to nutritional status.

Key words: horse, fasting, clinical pathology
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1. INTRODUCAO

Os cavalos sob condi¢gGes naturais despendem entre 12 a 18 horas por
dia pastando, com pequeno intervalo de tempo entre uma refeicdo e outra, que
ndo duram mais que trés horas (HILLEBRANT; DITTRICH, 2015).
Considerando o padrdo de alimentacao continuo dos cavalos, qualquer periodo
de restricdo alimentar, por mais breve que seja ja representa mudanca em sua
fisiologia (DITTRICH et al., 2010). Os equinos rotineiramente durante 0 manejo
séo expostos a tempos variados de restricdo alimentar, seja como conduta pré-
operatoria, durante o transporte, competicées e também por inapeténcia. Além
do jejum, as rotineiras adequag¢des na alimentacdo, como trocas repentinas de
racoes e forrageiras, acarretam estresse nos equinos e podem contribuir para
variagdes hematoldgicas e bioquimicas existentes no decorrer do dia (SATUE
et al., 2012).

Recentemente alguns estudos com equinos demonstram o efeito do
estresse, principalmente o desencadeado por atividades fisicas extenuantes e
transportes prolongados (HAYDARDEDEOGLU et al., 2017, DEDAR et al.,
2017). O transporte ja foi identificado como um estressor potencial que pode
comprometer o desempenho dos equinos (PICCIONE, 2008). Entretanto, vale
ressaltar que durante o transporte 0s equinos em muitas situacdes
permanecem em jejum, que na maioria das vezes € negligenciado como
promotor adicional de estresse e que provavelmente contribui com o
desconforto desses animais durante as viagens (JUNIOR, 2014). A privacéo
alimentar durante o transporte prolongado € um dos principais contribuintes
para inducdo da resposta de fase aguda e reducdo do desempenho de bovino
de corte (MARQUES et al., 2012).

O estresse gerado pelo balanco energético negativo, quando mantido
por periodo prolongado, € acompanhado de perda de massa muscular,
mobilizacao lipidica e comprometimento da defesa imunoldgica (NAYLOR et
al., 1980). Estudo feito por Frank et al. (2002), demostrou que a privagao

alimentar por 36 horas elevou as concentracdes séricas de triglicerideos e
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acidos graxos, além de reduzir a concentracdo de glicose, em equinos.
Resultados semelhantes foram relatos por Téth et al. (2018), que relataram
elevacao sérica de triglicerideos, ureia, acidos graxo e bilirrubina direta, em

equinos submetidos a 96 horas de privacao alimentar.

Tendo em vista a escassez de estudos até o momento que avaliam as
alteracdes fisiologicas promovidas pelo jejum na espécie equina, bem como
suas consequéncias na sanidade e desempenho atlético, pretende-se com
este estudo identificar as alteracdes nos parametros fisicos, hematologicos e
bioguimicos além das proteinas de fase aguda, promovidas por diferentes

tempos de jejum.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Identificar e quantificar alteragbes nos parametros fisicos,
hematoldgicas, bioguimicas e no proteinograma sérico desencadeadas pela

restricdo alimentar em equinos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da restricdo alimentar de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42
e 48 horas sobre parametros clinico-laboratoriais de equinos.

e Correlacionar os diferentes tempos de restricdo alimentar com as
alteracOes clinico-laboratoriais diagnosticadas.

e Propor medidas que minimizem os efeitos colaterais da restricao

alimentar em equinos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Comportamento alimentar

O cavalo durante a evolucdo sofreu alteracbes adaptativas que o
permitiu escapar de predadores e garantir o sucesso da espécie. O sistema
musculoesquelético e o digestério foram os que sofreram as maiores
mudangas. A musculatura mais robusta dos membros locomotores permitiu
gue o cavalo ganhasse velocidade nas fugas. Ja o sistema digestério, evoluiu
para um estdémago reduzido, com capacidade de armazenar pouco alimento e
consequentemente acumular menos peso, beneficiando o cavalo durante as
fugas (GOODWIN et al., 2007).

Gragas ao seu estdmago reduzido o cavalo livre gasta de 60 a 70% do
seu tempo pastejando, ocupando diariamente 12 a 18 horas com a alimentacéo
(DUNCAN, 1980; MEYER, 1995). Porém a disponibilidade de folhas verdes,
bem como sua distribuicdo espacial, afeta o tempo de permanéncia na busca e
colheita do alimento (CARVALHO et al., 2001). Os periodos de pastejo duram
cerca de 2 a 3 horas, interrompidos por periodos de descanso, momento em
gue os cavalos interagem socialmente (MEYER, 1995). Os cavalos passam
mais tempo pastejando durante o dia, com maior intensidade no periodo de
16:00 as 19:00 horas. No inicio da tarde e final da madrugada, os animais
normalmente ndo buscam alimento (ZANINE et al., 2006). Em todo esse tempo
de pastejo, em média os equinos ingerem em torno de 1,8 a 2,2% do seu peso
vivo, podendo variar de 1 a 3,3% de acordo com a disponibilidade de alimento
(PAGAN, 2011).

Diferente do que ocorre com o alimento volumoso, que é ingerido em
varias pequenas porgcdes durante o dia, o cavalo bebe agua uma ou duas
vezes ao dia com uma ingestdo de aproximadamente 40 litros por dia.
Certamente o volume e a frequéncia dependem de fatores como temperatura
ambiente e exercicio fisico. Essa média é valida para a mantenca basica, 0
consumo de agua diario pode chegar aos 60 litros para animais exercendo

atividade fisica vigorosa (McDONNELL, 2002), ou reduzir significativamente em
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equinos submetidos ao jejum (YASH PAL e GUPTA 2004; HORTON et al.,
1996).

Na criacdo atual de equinos, a preocupacdo da grande parte dos
criadores € suprir as necessidades nutricionais dos animais, sendo por sua vez
negligenciados aspectos relacionados as formas de disponibilizacdo destes

alimentos e o comportamento alimentar dos equinos (DITTRICH et al., 2010).

3.2.  Manejo Alimentar

Particularmente na espécie equina, as diferentes formas de utilizagéo,
como meio de transporte, trabalho e esporte, determinam desde a
domesticacdo, mudangas na forma de criar e manter os cavalos (DITTRICH et
al., 2010). A principal mudanca foi a restricdo espacial onde o confinamento em
baias foi a opgdo adotada por iniUmeros criadores, inclusive os cavalos das
forcas armadas (RESENDE et al., 2006). Uma vez confinado o equino é
privado do contato social com outros animais e despende pouca parte do seu
tempo se alimentando, por isso grande parte do dia o cavalo fica ocioso.
Diante a necessidade de adaptacdo a este ambiente reduzido, os cavalos
desenvolveram mudancgas comportamentais. Entre cavalos estabulados néo é
incomum  observar comportamentos estereotipados relacionados ao
movimento, como andar em circulos e balanco lateral da cabecga e pescoco
(RESENDE et al., 2006).

Em alguns estabelecimentos equestres o alimento é ofertado somente
duas vezes ao dia. Esse tipo de manejo faz com que o cavalo permaneca com
0 estdbmago vazio por varias horas (BIRD, 2004). Embora aumentar a
frequéncia de oferta de alimento pareca resolver tal problematica, Vieira et al.
(2013) em um estudo com cavalos estabulados concluiram que o tempo médio
gasto com alimentacéo € inferior a quatro horas, mesmo com o fornecimento
de cinco refei¢cfes diarias. Tempo muito inferior quando comparado as 16 horas

gastas com alimentac&o em vida livre.
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Certamente a permanéncia de equinos em cocheiras € a principal causa
gue mantem 0OS equinos em jejum por um tempo superior a0 que seria
fisiologico. Porém com a crescente utilizagdo do cavalo em atividades
esportivas e no lazer, o transporte passou a ser uma situagao rotineira, manejo
gue na maioria das vezes imp0e a restricdo alimentar nos cavalos (SMITH et
al., 1996; STULL; RODIEK, 2000; OIKAWA et al., 2005).

Na espécie equina um periodo variavel de jejum é recomendado nos
casos de doenca abdominal aguda bem como antes e apds procedimentos
cirdrgicos para prevenir complicacdes como o timpanismo abdominal e a célica
pos-operatoria (ZEBELI et al., 2015; HOSPES; BLEUL, 2007). No manejo preé-
abate os cavalos também devem ser mantidos em jejum e sob dieta hidrica
durante 18 horas antes do abate, de acordo com as normas do RIISPOA
(1997). Entretanto, os equideos destinados ao abate percorrem longas
distancias até o seu destino e verifica-se que muitos animais de varios lotes
ultrapassam o tempo de descanso, jejum e dieta hidrica nos currais (BONESI,
2007). Ao examinarem o estdbmago de equinos apds o abate De Souza et al.
(2014) encontraram lesdes da mucosa gastrica em todos os animais avaliados.
Os autores acreditam que o tempo de jejum alimentar, pode ter contribuido ou

agravado no desenvolvimento das lesdes gastricas encontradas.

3.3. Jejum

A ndo ingestdo de alimentos pode ocorrer por motivos intrinsecos ou
extrinsecos, mudando a definicdo apropriada para cada caso. Alguns autores
usam o termo inanicdo quando 0s animais Sdo expostos a situacdes de
privacdo de alimento, em decorréncia a privacdo extrinseca da sua
disponibilidade. Essa privacdo pode ser total ou ndo. Por outro lado o termo
jejum € mais apropriado para situacbes em que a néo ingestdo de alimento &
voluntaria. Apesar da disponibilidade de alimentos, o animal deixa de consumi-
lo utilizando seu tempo e energia em outras atividades como, por exemplo,
fuga de predadores, termorregulacéo ou varios comportamentos relacionados a

reproducédo (McCUE, 2010). Porém existem divergéncias quando ao uso dos
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termos, muitos autores referem o termo jejum a privacdo total de alimento por
determinado periodo (MURRAY; MURRAY, 1997; BERMUDES, 2007).

O jejum pode ser classificado de duas formas diferentes: simples ou
associada ao estresse. O jejum simples, por sua vez, € classificado como curto
(<72 horas) ou prolongado (>72 horas) (BARENDREGT et al., 2008).

Em geral os animais desenvolveram mecanismos adaptativos, para
estocar a energia fornecida pelos alimentos, o que foi essencial para garantir
sua sobrevivéncia em ambientes com escassez de alimento. Existem diversas
formas de reserva energética, com complexos mecanismos de controle que
estimulam o estoque de energia ou seu gasto, porém o glicogénio hepatico e o
tecido adiposo como forma de armazenar energia na forma de acidos graxos e
glicose respectivamente, sdo as formas mais comuns e eficientes (MAIA,
2007).

Os principais combustiveis metabdlicos sédo a glicose, os aminoéacidos,
0S acidos graxos e 0s corpos cetbnicos. Existem varias formas de
armazenamento e transporte para estes compostos. A glicose € o produto da
digestdo de carboidratos e a primeira fonte de energia metabdlica do
organismo, sendo, portanto o combustivel basico dos animais monogastricos
como 0s equinos. Apesar de existirem outras fontes de energia o organismo
ndo é independente da glicose, por existirem tecidos como as hemacias que
utilizam exclusivamente a glicose como fonte de energia. Por isso existe um
refinado sistema de homeostase da glicose para suprir as necessidades
desses tecidos (CUNNINGHAM, 2008).

A glicose é armazenada no figado e no musculo esquelético na forma de
glicogénio, sendo a Unica forma de armazenamento direto da glicose. Dessa
maneira a quebra do glicogénio, fenbmeno denominado glicogendlise, fornece
glicose para os tecidos. Porém uma vez que o estoque de glicogénio €&
exaurido, outra via metabdlica é ativada para fornecer glicose, a
neoglicogénese, que acontece no figado e forma glicose a partir dos produtos
finais da glicdlise, e intermediarios do ciclo de Krebs (CUNNINGHAM, 2008).
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Os acidos graxos séo a principal forma de armazenamento de energia, e
sdo estocados no tecido adiposo na forma de triglicerideos. Este tipo de
estoque é extremamente eficiente por ser muito concentrado e com pouca
agua, permitindo que tal tecido acumule o0 maximo de energia com menor peso
(CUNNINGHAM, 2008).

O excesso de glicose ingerida é estocado na forma de acidos graxos,
porem esse € um processo irreversivel. Apesar dos acidos graxos nao serem
convertidos em glicose, eles podem ser transformados em corpos cetdnicos,
gue sdo hidrossoluveis e servem como substitutos da glicose. Em periodos de
jejum prolongado, os corpos cetonicos se tornam a principal fonte de energia
do sistema nervoso central, embora esse sistema permaneca dependente de
certa quantidade de glicose, para seu funcionamento. Em suma, apesar de o
sistema nervoso poupar glicose, utilizando os corpos cetdnicos como fonte de

energia, ele ndo é independente da glicose (MALHEIROS, 2006).

Durante o jejum os cavalos sofrem mudancas adaptativas tanto
fisiologicas, quanto comportamentais. Nas vias metabdlicas a glicogendlise
mantém a glicemia durante as primeiras horas de jejum, dando espaco a
gliconeogénese nos periodos mais prolongados de restricdo alimentar, quando
os estoques de glicogénio ja foram exauridos. No que se refere as mudancas
comportamentais, para poupar energia, 0S equinos evitam ao maximo atividade
fisica espontanea, permanecendo menos receptivos aos estimulos do meio
(CAMPBELL, 2007).

A resposta metabdlica frente a privacdo de alimento segue uma cascata
ordenada de fases. Apesar de seguir uma sequéncia légica, o tempo que cada
individuo permanece em cada fase € alterado por fatores como: velocidade de
perda de massa corporal, excre¢cdo de nitrogénio, ou pelo combustivel

fisiologico primario estocado (carboidrato, lipideo, proteina) (McCUE, 2010).

A primeira fase metabdlica adaptativa a privagdo de alimento €
denominada fase glicogendlica. Em resposta a diminuicdo da concentracao de
glicose plasmatica, ocorre uma reducdo da concentracdo de insulina e aumento
da secrecdo de glucagon e catecolaminas, que por sua vez promovem a

glicogendlise e lipdlise. Esse evento dispde acidos graxos e glicerol através da
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hidrélise dos triglicerideos, que vao suprir energeticamente varios tecidos vitais,
como a musculatura cardiaca e os rins. Nessa primeira fase do jejum, a fracéao
de glicose necesséria aos tecidos dependentes dela, advém da glicogendlise.
Essa fase termina quando os estoques de glicogénio hepatico e muscular sdo

exauridos, dando espaco a fase gliconeogénica. (CAMPEBEL, 2007).

Baixas concentragdes plasmaticas de insulina somado ao acréscimo de
glucagon e glicorticoides promovem uma liberacdo de aminoéacidos oriundos da
protedlise de tecidos periféricos e da musculatura (CAMPEBEL, 2007). A
intensidade da protedlise muscular varia de acordo com a quantidade de tecido
adiposo. A quantidade de proteina muscular perdida durante as primeiras horas
de jejum é inversamente proporcional a quantidade total de tecido adiposo
(ARGILES et al., 2005).

3.4. Estresse

A definicdo de estresse dada por Appleby e Hughes (1997), sugere que
0 estresse € a capacidade fisioldégica e comportamental de um animal quando
submetido a um desafio. Uma visdo mais atual dada por Randall (2010)
relaciona o estresse ao que acontece quando um organismo deixa de

responder adequadamente as ameacas.

Existem véarios fatores que podem desencadear estresse nos animais,
gue variam desde fatores fisicos como a privacdo de alimentos, fadiga ou
temperatura ambiental extrema, até fatores de origem psicolégica, como
perturbacdo do grupo social, presenca dos seres humanos e exposicdo a
novos ambientes (TERLOUW et al., 2008). Os animais respondem &as fontes de
estresse de maneira individual, influenciados pela genética e experiéncias
anteriores (GRANDIN, 1997).

O estresse pode ser classificado em eustresse e distresse. O eustresse,
também conhecido como o estresse bom, promove alteracbes fisiologicas

benéficas que objetivam manter o conforto e o bem-estar. Porém o distresse
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promove mudancas comportamentais que podem ser maléficas para os

animais, podendo gerar quadros de desconforto e dor (BREAZILE, 1987).

Ainda se tratando dos tipos de estresse, outra forma de classificacéo é:
estresse agudo, também denominado fisiolégico, e cronico. O estresse agudo
desencadeia alteracdes sistémicas adaptativas ao agente agressor (MOSTI;
PALME, 2002). A persisténcia de agentes estressores, ou a incapacidade do
individuo de adaptacéo, predispde ao estresse crbnico, cujos prejuizos séo
mais potenciais (BREAZILE, 1987).

Aumento da contagem total de leucdcitos € comumente vista em animais
expostos a situacdes de estresse, sendo portando uma leucocitose fisiologica.
Esse evento € mediado pela liberacdo de epinefrina e de corticosterédes,
estimulando a saida de neutrdfilos do compartimento marginal para a
circulacdo periférica (JAIN 1993; LASSEN; SWARDSON 1995).

Outra alteracdo hematolégica normalmente vista em animais
estressados € a elevacdo do hematdécrito, em resposta a contracdo esplénica e
liberacdo de hemacias no sangue. Os equinos possuem estoque esplénico de
aproximadamente 33% da massa eritrocitéria total (JABLONSKA, 1991).

Dessa forma o conhecimento das fontes de estresse, e da capacidade
de adaptacdo de cada espécie e raca € imprescindivel para a tomada de
decisdo quanto aos sistemas de criacdo e estratégias de manejo a serem
utilizadas (NOBREGA et al., 2011).

3.5. Parametros Fisicos

Os parametros fisicos sdo avaliados com o objetivo de se fazer um
levantamento geral sobre a sanidade do animal. A avaliacdo dos parametros:
temperatura corporea, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, motilidade
intestinal e tempo de preenchimento capilar, fornecem informacdes sobre
varios sistemas organicos como o circulatério, o gastrointestinal e o

respiratorio, por exemplo, (SMITH, 2006).



21

A coloracdo das mucosas e o tempo de preenchimento capilar auxiliam
na avaliacdo da hidratacdo do paciente, além disso, conclusdes a respeito do
sistema respiratério, hepético, entre outros podem ser retiradas (SMITH, 2006).
A ictericia € uma achado importante que pode estar presente em diversas
situacbes, como em problemas hepéaticos e hemoparasitoses, mas vale
ressaltar que a ictericia observada nas mucosas de equinos também pode
estar associada ao jejum (SMITH, 2006). A abundancia de triglicerideos no
plasma ocorre em resposta a intensa mobilizacdo adiposa durante o jejum.
Triglicerideos e &cidos graxos competem com 0s sitos de ligacdo hepaticos da
bilirrubina e reduz sua conjugacdo. Dessa maneira observa-se uma menor

excrecao de bilirrubina, que se reflete em ictericia (MCKENZIE, 2011).

Nos equinos, a frequéncia cardiaca normal em repouso pode variar entre
32 a 44 batimentos por minuto e a frequéncia respiratéria nhormal em repouso
varia de 8 a 16 respirag6es por minuto (CUNNINGHAM, 2008). Existem varios
processos que alteram a frequéncia respiratéria e cardiaca, incluindo
processos dolorosos e estressantes, atividade fisica extenuante, umidade e
temperatura ambiente ou processos de compensacdo metabdlica (SPEIRS,
1999).

Alguns parametros fisicos podem estar diminuidos em equinos
submetidos a privacao alimentar, como: frequéncia respiratéria, pressao arterial
e temperatura retal. Alteracdes que ocorrem em resposta a uma diminuicdo da
taxa metabdlica (YASH PAL e GUPTA, 2004). Além disso a redugdo na
intensidade de sons intestinais refletido pela menor estimulagdo mioelétrica tem

sido reportada em equinos sob jejum (NAYLOR et al., 2006).

3.6. Hemograma

O hemograma € um exame muito utilizado na clinica médica equina,
sendo um indicador de alteracdes que podem nado ser percebidas ao exame
clinico, aléem de servir como procedimento para avaliar a saude animal e

auxiliar na obtencao de um diagnéstico (FAILACE, 2006).


https://scholar.google.com.br/citations?user=kv7s1wgAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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3.6.1. Eritrograma

A avaliacdo da série vermelha no hemograma compreende 0s seguintes
elementos: Contagem de eritrocitos, volume globular, hemoglobina, volume
corpuscular médio e a concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(LOPES et al., 2007).

Os eritrocitos sdo produzidos principalmente na medula 6ssea, e tem
com funcdo bésica transportar oxigénio para os tecidos (THRALL, 2015). A

producdo dessas células é regulada pela eritropoietina, horménio secretado
pelos rins em resposta a hipdxia tecidual (MEYER et al., 1995).

O baco é um importante 6rgao envolvido na hematopoese, funcionando
como sitio de armazenamento de hemécias e plaquetas. Em situagcBes de
estresse, ocorre o evento denominado contracdo esplénica, liberando as
células sanguineas para a circulacdo. A contracdo esplénica resulta em uma
rapida elevacao dos eritrocitos na circulacéo, chegando a um aumento de 30 a
40% dos valores basais, dada a capacidade do baco equino armazenar até um
terco da massa eritrocitaria total (KRAMER, 2000; SMITH, 2006). Gracas ao
grande potencial esplénico em reservar hemacias na espécie equina, o volume
globular dos equinos € bastante instavel devendo ser interpretado com cautela
(SMITH, 2006).

O VCM, é um parametro muito importante na classificagdo das anemias
guanto a resposta medular. Na espécie equina a importancia desse parametro
se ressalta, pelo fato de raramente serem liberados eritrocitos imaturos na
circulagéo periférica (WALTON, 2014).

Poucas séo as alteracfes provocadas na série vermelha em decorréncia
ao jejum agudo, porém a atividade dos glicocorticoides pode elevar o
hematdcrito por meio da contracdo esplénica. Ademais, horménios tireoidianos,
hipofisarios e adrenocorticais alteram a demanda de oxigénio nos tecidos,

alterando a necessidade de eritropoiese (LOPES et al., 2007).
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3.6.2. Leucograma

Os leucdcitos ou glébulos brancos sédo células produzidas na medula
0ssea a partir de uma célula pluripotencial, também chamada célula-tronco ou
“stemcell”. A capacidade proliferativa da célula-tronco depende de estimulos
apropriados de hormoénios estimuladores da leucopoiese. Os leucécitos sdo
classificados em polimorfonucleares, abrangendo os neutréfilos, eosinéfilos e
basofilos, e em mononucleares composto pelos linfocitos e mondcitos (LOPES
et al., 2007).

O perfil leucocitério auxilia na mensuragdo do estresse, gragas as
alteracbes provocadas pelo cortisol na contagem total e diferencial dos
leucécitos. Sob a influéncia de epinefrina e corticéides enddgenos liberados
em resposta ao estresse, o compartimento marginal de neutréfilos pode ser
rapidamente mobilizado, também ocorre uma diminuicdo da diapedese das
células para os tecidos, aumentando a concentracdo de segmentados na
circulacdo. Por outro lado a acédo do cortisol causa linfopenia principalmente
pela linfélise dos linfocitos T sensiveis a esterdides no sangue, pela
marginacdo e sequestro dos linfocitos nos locais extravasculares e pela
inibicdo da linfopoiese (LOPES et al., 2007).

Antes dos métodos hoje disponiveis para avaliacdo de corticosteroides,
a avaliacdo do perfil leucocitério era a principal ferramenta para se monitorar o
estresse. As principais alteracbes observadas frente a situacdes estressoras
para os equinos sao neutrofilia e linfopenia, ocasionando elevacdo da relacao
neutrofilo:linfécito. Essa relacdo é utilizada para avaliar a magnitude do
estresse (DAVIS et al., 2008).

O estresse pode ocasionar leucocitose por neutrofilia, diminuicdo de
linfécitos e eosindfilos. Neutrofilia e linfopenia foram relatadas por Maeda et al.
(2011) durante e apoés transporte de 24h, com consequente elevacdo da
relacdo neutrofilo: linfocito. Tal fato foi correlacionado ao aumento da

concentracao sérica de cortisol.
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3.7. Dosagens Bioquimicas

3.7.1. Glicose

A glicose sanguinea advém basicamente de duas fontes: da absorgéo
intestinal, oriunda na quebra dos carboidratos da dieta, e da produgéo hepatica,

resultante tanto da gliconeogénese como da glicogendlise (THRALL, 2015).

O aumento da glicemia pode ocorrer durante o estresse. Sua elevacao
pode estar associada a elevacdo do cortisol e das catecolaminas. Varios
estudos apontam elevacao da glicemia em equinos apos o transporte (STULL;
RODIEK, 2000; ONMAZ et al., 2011; TATEO et al., 2012; YANEZ-PIZANA et
al., 2012). Os glicocorticoides aumentam a concentracdo sanguinea de glicose
por meio de dois eventos: promovendo a liberacdo de glucagon e consequente
ativacao da gliconeogénese hepatica e impedindo o transporte de glicose para
o interior da célula, por induzir uma resisténcia insulinica nas proteinas
transportadoras de glicose (THRALL, 2015).

O jejum raramente sera capaz de promover diminuicdo sérica de glicose,
com excecdo de animais jovens e neonatos, pois a gliconeogénese ajuda a
manter a concentracdo de glicose normal (THRALL, 2015; WALTON, 2014).
Mas os equinos sdo extremamente dependentes dessa via glicolitica para
manter a glicemia, pois possuem uma pequena reserva de glicose na forma de
glicogénio. (WALTON, 2014).

Cavalos normalmente ndo sado submetidos a jejum antes de coletas de
sangue, mas vale lembrar que a ingestdo de concentrado pode elevar a

glicemia transitoriamente por até quatro horas pos-prandial (THRALL, 2015).
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3.7.2. Ureia

A uréia é um subproduto do metabolismo do nitrogénio, é produzida no
figado a partir da aménia e bicarbonato, e é o principal meio de excrecdo do

nitrogénio em animais (THRALL, 2015).

Aumentos na concentracdo sérica de ureia tem sido reportados em
cavalos submetidos a restricdo alimentar associada ao aumento do
catabolismo protéico (YASH PAL e GUPTA 2004; TOTH et al., 2018).

3.7.3. Creatinina

A creatinina é um subproduto do metabolismo muscular e, portanto, esta
correlacionada com a massa muscular total. Animais fortemente musculosos
podem ter concentracdes de creatinina ligeiramente acima dos intervalos de
referéncia da espécie (WALTON, 2014).

Liberacdo de creatinina do musculo durante o exercicio, jejum, perda
muscular, ou rabdomidlise podem influenciar a concentragdo de creatinina.
Além disso, se 0 método colorimétrico de Jaffe € usado para medir a creatinina,
a concentracao de creatinina pode ser aumentada artificialmente pela presenca
de cromdOgenos nao creatinicos. Este pode ser o principal motivo para o
aumento da creatinina associado ao jejum (THRALL, 2015; WALTON, 2014).

3.7.4. Enzimas Hepéticas

As enzimas hepéticas sdo normalmente divididas em hepatocelular e
hepatobiliar para fins de diagnostico (WALTON, 2014). Mas também podem ser
classificadas quanto & sua forma de liberacdo para o plasma como: enzimas de

extravasamento ou de inducao (THRALL, 2015).
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O Aspartato Aminotransferase (AST) é uma enzima hepatocelular de
extravasamento, encontrada predominantemente no citoplasma e em maior
concentracdo no hepatdcito e nas células musculares esqueléticas e cardiacas.
Apesar de rotineiramente ser utilizada para avaliar a doenca hepatica ela ndo é
uma enzima hepatoespecifica (THRALL, 2015), pois o aumento do AST pode
ser causado por lesdo de hepatocitos e também de células musculares
(McGOWAN, 2008).

A Fosfatase Alcalina (FA) e a gama-glutamiltransferase (GGT)
constituem as enzimas hepatobiliares. Em humanos, cdes e gatos a FA é
considerada a enzima hepatobiliar preferivel, em contraste, nos equinos a GGT
€ considerada mais representativa (WALTON, 2014). Em equinos com
colestase experimental induzida pela ligacdo do ducto biliar, a magnitude do
aumento de atividade sérica de GGT foi maior que a atividade de FA (THRALL,
2015).

A FA é sintetisada por varios tecidos ou 6rgdos como o figado, 0s 0sso0s,
0s rins, o intestino, o pancreas e a placenta. No figado a FA, esta presente em
células do epitélio biliar e nas membranas canaliculares de hepatocitos. Por
isso varias doencas hepatobiliares podem resultar em aumento de sua
atividade sérica. Mas como a localizagdo desta enzima ndo é exclusivamente
hepética, o seu aumento pode ser devido a diversos outros eventos, como:
aumento da atividade osteoblatica, corticoides enddgenos ou exogenos,

ingestao de colostro, gestacéo entre outros (THRALL, 2015).

O AST, FA, GGT, apesar de serem enzimas utilizadas para monitorar o
figado, possuem suas atividades séricas elevadas em casos de lesdo da
musculatura esquelética ou cardiacas, por isso a interpretacdo dos resultados
exige cautela (ANDREAZZI et al., 2014). Esse fato ressalta a importancia de
dosar perfis enziméticos, que auxiliam a distinguir com base na meia vida
plasmaticas das enzimas, informacdes importantes como: 0 momento do inicio
da lesdo, o local da injuria e ainda se o processo continua ativo ou ndo. O AST
possui meia-vida plasmatica longa, de aproximadamente oito dias e 0 seu pico
acontece cerca de 24 horas apo0s a lesao tecidual (THOMASSIAN et al., 2007).
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3.7.5. Lipidograma

Os dois principais lipidios mensurados em animais sao triglicerideo e
colesterol, usados principalmente para monitorar as hiperlipemias (WALTON,
2014). Hiperlipemia € a definicdo dada para a concentracao elevada de lipidios
no plasma, que nos equinos normalmente esta associada a periodos de

balanco energético negativo e estresse fisiolégico (MCKENZIE, 2011).

Durante o balanco energético negativo horménios como o glucagon e os
corticoides estimulam a hidrdlise de triglicerideos e liberagdo de acidos graxos
nao esterificados. Esses acidos graxos sdo tomados pelos hepatdcitos para a
oxidacdo e producdo de cetonas, ou retornar a triglicerideos que sao ou
armazenados no tecido hepatico ou liberados na forma de VLDL (WALTON,
2014).

Vérios estudos relatam o desenvolvimento de hipertrigliceridemia em
equideos submetido ao jejum, com concentracdes séricas tdo altas quanto
1000mg/dl (NAYLOR et al., 1980, GUPTA et al., 1999; FRANK et al., 2002). O
gue permitiu que a hipertrigliceridemia fosse usada como indicador de hipofagia
e manejada de acordo (TOTH et al., 2018).

3.7.6- Proteina Total e Albumina

Diminuicdo da ingestédo hidrica tem sido uma alteracdo comportamental
frequentemente relatada em equinos submetidos ao jejum. A menor ingestao
hihridridica nesses casos é acompanhada de aumento nas concentracdes

séricas de proteina total e albumina GUPTA et al., 1999)
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4.9 Proteinas de Fase Aguda (PFA)

As proteinas de fase aguda sdo um grupo de proteinas sintetizadas pelo
figado que alteram em concentracdo no plasma em resposta a estimulos
nocivos como infecgcdes e injuria tecidual. Graca a essa cinética, as PFA sdo
consideradas marcadoras biolégicas da inflamacdo. S&o considerados
biomarcadores elementos relacionados as alteragdes celulares, bioquimicas ou
moleculares, mensuraveis em componentes biologicos, tais como tecidos,
células ou fluidos. Em suma, os biomarcadores auxiliam na previsdo, causa,
diagnéstico, progressédo, regressdo ou o estado de convalescéncia de uma
doenca (ECKERSALL; BELL, 2010).

O advento da eletroforese permitiu a pormenorizacdo das proteinas e
sua utilizacdo para monitorar processos inflamatorios, alteracdes nutricionais
e/lou infecciosas. Por monitorar uma grande quantidade de proteinas
simultaneamente a eletroforese permite uma excelente interpretacdo da
cinética das PFA em diferentes situacdes, utilizando sempre como referéncia a

comparagao de animais enfermos com saudaveis (GRUYS et al.,2005).

As proteinas de fase aguda tem sido recentemente utilizadas para
monitorar o estresse promovido pela restricdo alimentar e suas consequéncias
em animais de producao (NAJAFI et al., 2016). Bovinos e frango de corte sao
espécies em que a resposta de fase aguda frente a privacdo alimentar ja foi
identificada, permitindo o uso dessas proteinas para desenvolver estratégias de
manejo alimentar e consequentemente melhorar a performance (NAJAFI et al.,
2016; MARQUES et al., 2018).
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CAPITULO 1 - EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR SOBRE
PARAMETROS, FISICOS, HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE
EQUINOS.

RESUMO - Em vérias espécies incluindo o homem o jejum promove
alteracdes fisicas e hematoldgicas. Visando testar a hipotese de a restricao
alimentar exercer efeito sobre parametros fisicos, hematolégicos e bioquimicos
de equinos, submetidos a diferentes tempos de jejum, 32 equinos foram
distribuidos em dois grupos experimentais: controle (CONT) e restricdo
alimentar (RA). Avaliagéo fisica e coleta de amostras de sangue foram feitas no
momento basal (MO), e a cada seis horas de restricdo alimentar (M1- seis
horas; M2- 12 horas; M3- 18 horas; M4- 24 horas; M5- 30 horas; M6- 36 horas;
M7- 42 horas e M8- 48 horas). Nao houve diferenca de média entre os grupos
para os parametros: frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR) e
tempo de preenchimento capilar (TPC). O grupo RA reduziu a temperatura retal
(TR) em relacdo ao grupo CONT no M8. A motilidade intestinal (MI) diminuiu
significativamente em relacdo ao grupo CONT nos momentos: M3, M5, M6, M7
e M8, relacionada a diminuicdo da atividade mioelétrica. Todas as variaveis
hematimétricas (RBC, HGB, HCT, VCM e CHCM) néo apresentaram diferenca
de média nem entre momentos e nem entre grupos. A leucometria global
(WBC) do grupo RA sofreu decréscimo em relagdo ao grupo CONT e a média
basal em M2, M4 e M7. As variaveis bioquimicas, ureia, triglicerideos (TG),
colesterol total (CT), glicose e aspartato aminotransferase (AST) sofreram
elevacdo em relacdo ao grupo CONT, associados as adaptacdes metabdlicas
frente a restricdo alimentar. As demais variaveis bioquimicas: gama glutamil
transferase (GGT), creatinina, proteina total (PT) e albumina (Alb) ndo tiveram
diferenca de meédia entre os grupos. Os resultados obtidos sugerem que o
jejum exerce influéncia sobre parametros fisicos hematolédgicos e bioquimicos,
indicando que os resultados devem ser interpretados mediante estado

nutricional do paciente.

Palavras-chave: equino, hemograma, bioquimica, jejum
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ABSTRACT - In several species including man, fasting promotes physical and
hematological changes. In order to test the hypothesis that feed deprivation
exerts an effect on the physical, hematological and biochemical parameters of
equines submitted to different fasting times, 32 equines were distributed in two
experimental groups: control (CONT) and feed deprived (FD). Physical
evaluation and collection of blood samples were done at baseline (M0), and
every six hours of feed deprivation (M1-6 hours, M2-12 hours, M3-18 hours,
M4-24 hours, M5-30 hours M6-36 hours, M7-42 hours and M8-48 hours). There
were no mean differences between the groups for the parameters: heart rate
(HR), respiratory rate (HR) and Capillary Fill Time (CPT). The FD group
reduced the rectal temperature (RT) relative to the CONT group in M8.
Intestinal motility (IM) decreased significantly in relation to the CONT group at
moments: M3, M5, M6, M7 and M8, related to the decrease in myoelectric
activity. All hematimetric variables (RBC, HGB, HCT, VCM and CHCM)
presented no mean differences, neither between moments nor between groups.
The global leukometry (WBC) of the FD group decreased with respect to the
CONT group and the baseline mean in M2, M4 and M7. The biochemical
variables, urea, triglycerides (TG), total cholesterol (TC), glucose and aspartate
aminotransferase (AST) were elevated in relation to the CONT group,
associated with metabolic adaptations to feed deprivation. The other
biochemical variables: gamma glutamyl transferase (GGT), creatinine, total
protein (TP) and albumin (Alb) had no mean difference between groups. The
results suggest that fasting exerts influence on hematological, biochemical and
physical parameters, indicating that the results must be interpreted through the

nutritional status of the patient.

Key words: equine, hemogram, biochemistry, fasting
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1.1. INTRODUCAO

Durante o atendimento clinico de equinos é muito comum se deparar
com animais em jejum, seja pela restricdo de alimento, pela inapeténcia ou
pela incapacidade de apreender ou ingerir o alimento (KRONFELD 1993).
Doenca gastrointestinal, na cavidade oral, ulcera gastrica e doencgas
paralisantes dos nervos faciais e faringeos como a mieloencefalite protozoaria
equina e a raiva, compdem uma enorme gama de enfermidades que resultam
em anorexia (CARR e HOLCOMBE 2009; MUNOZ et al., 2010). Apesar da
avaliacdo fisica e a realizacdo de exames hematolégicos e bioquimicos
constituirem as ferramentas mais utilizadas no diagnéstico, progndsticos e
monitoramento desse tipo de pacientes, a literatura fornece pouca informacéo a

respeito da influéncia do jejum sobre tais parametros (MUNOZ et al., 2010).

O desenvolvimento da lipemia durante periodos de restricdo alimentar é
bem documentada na literatura (NAYLOR e KENYON 1981; FRANK et al.,
2002; THOTH et al., 2018). A abundancia de triglicerideos e acidos graxos no
figado e na circulacéo periférica pode alterar as funcdes celulares devido a
suas propriedades fisico-quimicas. A mais comum é a diminuicdo da
sensibilidade a insulina, situacdo que exacerba a mobilizacdo lipidica podendo
levar a casos graves de lipidose hepética e renal (NAYLOR et al., 1980;
McKENZIE, 2011).

Diante o exposto o objetivo do presente estudo foi avaliar as possiveis
alteracbes nos parametros fisicos, hematolégicos e bioquimicos de equinos,
gue sao frequentemente usados na rotina clinico-cirdrgica, sobre a hipotese da
restricdo alimentar exercer efeito em tais parametros, comprometendo na

interpretacdo dos resultados.
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1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Comissdao de Etica

O estudo experimental foi feito de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de
Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(SBCAL/COBEA). Foi pela Comissédo de Etica de Uso de Animais (CEUA-
UENF/2018).

1.2.2. Amostragem

Foram utilizados 32 equinos, higidos sem raca definida, com idade
média de 7,4 +5,0 anos, escore corporal de trés a cinco, segundo classificacdo
de Speirs (1997) e peso corporal médio de 404,19 Kg +46,93. Os animais
pertenciam a uma propriedade rural localizada na regido noroeste do estado do
Rio de Janeiro onde eram mantidos em regime extensivo em pastagens, em
piquetes amplos de aproximadamente 10000m? compostos
predominantemente por grama Tyfton. Os equinos avaliados possuiam a

finalidade de execucéo de atividades agropecuarias e lazer.

1.2.3. Delineamento experimental

Os animais passaram por exames fisicos e clinicos prévios, uma
semana antes da execucdo do experimento, onde foram feitas: pesagem (com
fita de correlacdo peso x perimetro toracico), registro dos parametros fisicos,
hemograma e OPG (ovos por grama de fezes) de cada animal. Foram aferidas:
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), coloracdo de
membranas mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), temperatura

retal (TR) e motilidade gastrointestinal (MI). S6 foram inclusos no ensaio
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animais com parametros fisicos e hematolégicos dentro dos intervalos de
normalidade para a espécie. Ademais 0s animais foram desparasitados com
mebendazol, via oral, na dose de 50mg/kg, com base nos resultados do exame

parasitoldgico quantitativo OPG.

Antes da execucao do experimento 0s animais passaram por um periodo
de adaptacdo de uma semana. Durante esse periodo os cavalos foram
diariamente conduzidos aos currais de experimentacdo, onde foram ofertados
agua e grama Tifton fresca, durante um periodo de seis horas diarias. O

mesmo procedimento foi realizado antes da primeira coleta de amostra.

Durante o periodo experimental (48 horas), os animais foram alojados
em currais com 150 m? com livre acesso a &agua. Foram divididos
aleatoriamente dois grupos experimentais, um grupo tratamento (RA- com
restricdo alimentar e livre acesso a agua), composto por 20 animais submetidos
ao jejum maximo de 48 horas e grupo controle (CONT) contendo 12 animais 0s

guais possuiam agua e alimento ad libitum.

1.2.4. Coleta de Amostras e Dados

A avaliacdo dos parametros fisicos supracitados foi realizada a cada
coleta de amostras de sangue, que foi realizada por venopuncdo jugular
utilizando-se agulha estéril 40x16 e tomando-se os devidos cuidados prévios

de antissepsia.

A primeira coleta foi realizada ho momento zero (animais sem jejum), e
posteriormente a cada 6 horas com restricdo de alimento, totalizando nove
andlises para cada animal. Assim, o MO € momento zero, animal sem jejum;
M1 é o momento apds seis horas de restricdo alimentar; M2 é o momento apos
12 horas de restricdo alimentar; M3 é o momento apds 18 horas de restricdo
alimentar; M4 € o momento apos 24 horas de restricdo alimentar; M5 é o
momento apos 30 horas de restricdo alimentar; M6 € o momento apés 36 horas
de restricdo alimentar; M7 € o momento apds 42 horas de restricdo alimentar e

M8 é o momento apés 48 horas de restricdo alimentar.
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A motilidade intestinal foi avaliada através da auscultacdo de
borborigmos intestinais no centro de quatro quadrantes: dorsal direito, ventral
direito, dorsal esquerdo e ventral esquerdo. A auscultacéo foi realizada por no
minimo um minuto em cada quadrante que receberam uma pontuagdo de
escore de motilidade intestinal, de acordo com Singh et al. (1997): 0 (auséncia
de sons); 1 (sons crepitantes, pouco audiveis e abafados, com frequéncia por
minuto igual a um); 2 (sons crepitantes, pouco audiveis e abafados, com
frequéncia de mais de uma vez por minuto); 3 (borborigmos audiveis e com
frequéncia de uma vez por minuto) e 4 (borborigmos audiveis e com frequéncia
de dois a quatro por minuto). Os resultados da motilidade intestinal foram
agrupados em escore da motilidade intestinal, obtendo-se o0 escore total pela
somatoria dos pontos dos quatro quadrantes, obtendo-se pontuagdo maxima
de 16 pontos e minima de zero.

1.2.5. Processamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue em trés diferentes tubos
hematolégicos BD-vacutainer®. O primeiro contendo EDTA a 10%, o segundo
gel separador e o terceiro fluoreto de potassio, para a realizacdo do
hemograma, da bioquimica sérica e da glicose, respectivamente. Durante a
coleta as amostras foram armazenadas em caixa isotérmica com gelo, em

seguida foram conduzidas a geladeira e mantidas entre 2°C a 8°C até o

momento do processamento.

As amostras de sangue destinadas a avaliacdo bioquimica (tubo com gel
separador e tubo contendo fluoreto) foram centrifugadas em uma aceleracéao
de 1609,7g em centrifuga®, durante cinco minutos. Apds a separacéo da fragéo
liguida e celular do sangue, o soro foi pipetado e acondicionado em tubo do
tipo Eppendorfes® previamente identificados, e imediatamente congelados a -
14°C.

! Centrifuga Modelo RDE B-40



43

Amostras de sangue do tubo contendo EDTA foram refrigeradas e
enviadas ao setor de patologia clinica da UENF, local onde foram realizadas as
andlises hematoldgicas. Da mesma amostra foi pipetada uma gota de sangue
para a confeccdo do esfregaco sanguineo, que foi posteriormente corado com

kit panotico rapido, New Prov®, destinada a contagem diferencial de leucdcitos.

Ao chegarem ao laboratério as amostras foram processadas utilizando-
se um contador automatico de células?, que fez a quantificacdo das células do
sangue por impedancia fornecendo os seguintes parametros: hemacias (RBC),
hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e contagem total de
leucéceitos (WBC) .

As concentracdes seéricas das enzimas hepaticas, (AST- aspartato
aminotransferase e GGT- gama glutamil transferase), os produtos do
metabolismo (ureia, Cr- creatinina, PT- Proteinas Totais e Alb- Albumina) e
lipidograma (CT- Colesterol Total e TG- Triglicerideos) foram determinadas em

analisador automatizado®, utilizando reagentes Labtest®.

1.2.6. Analise Estatistica

Apoés a coleta dos dados, foi realizada a analise de consisténcia (para
detetar dados atipicos), analise de normalidade e a estatistica descritiva
(média, desvio padrdo, valores minimos e maximos e coeficiente de variacao)
das variaveis estudadas (Proc UNIVARIATE, PROC MEANS, SAS, 2016).
Posteriormente, foi realizada a andlise de variancia das variaveis FC, FR, TR,
TPC, MI, hematoldgicas e bioquimicas incluindo no modelo de analise os
efeitos fixos de grupo e momento e a interagdo simpleas grupo*momento
(PROC GLM, SAS, 2016). As médias foram comparadas por meio do teste

‘tukey’ ao nivel de 5 % de probabilidade.

% Analisador Automético de Células Modelo SDH3- Vet, MarcalLabtest®.
® Analisador de Biogquimica Automético, Modelo LabmaxPlenum, Marca Labtest®.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Parametros fisicos

Na Tabela 1 estdo expressas as meédias dos parametros clinicos
avaliados: FC-Frequéncia Cardiaca, FR-Frequéncia Respiratéria, TR-
Temperatura Retal, TPC-Tempo de Preenchimento capilar e Motilidade

Intestinal (MI) dos animais do grupo CONT e RA em oito momentos.

Tabela 1: Médias e respectivos desvios-padrédo da avaliacao fisica de
equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT)
incluindo: Frequéncia Cardiaca (FC), Frequéncia Respiratéria (FR),
Temperatura Retal (TR), Tempo de Preenchimento Capilar (TPC) e Motilidade
Intestinal (MI) em diferentes momentos de avaliagao.

AVALIACAO

FISICA MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
° Sal 46,0 421" 37,6 34,3 36,3 343" 360" 296" 30,3
£9 +9.26  +9,93 +8,94 +7,13 #1348 +6,31 19,34 6,71 +6,20
LE:2 35,5
BE g, 4387 423 376" 355" 355 350" 333" 326 THO
= +945 48,67 +6,51 +499  +554  +644 16,81 +7,2 =O
S _ cont 27.2° 206 1907 140" 206 21,0 153" 140" 198"
" 52 +7,85 1971 +5,15 +525  +1308 +7,65 7,00 +553  +10,03
E 2
L = .=
3 E RA 25,0% 24,00 184"  173M%° 180" 212 142 130"  19,0%°
= +11,00 7,28 +4.75 +578  +7,18  +7,44 360  +4,78 +5,09
GENT 376" 379%™ 376 36,9"° 373" 376" 374 3728 37 3habe
v +0,56  +0,54 +0,41 +0,47  +0,35  +0,38 0,35 0,25 +0,32
O
EC
RA 37,2 376" 37,4 3730 370Mb g7 ghab g7 ghd g7 g 37,0%°
+0,55  +0,34 0,58 +0,30 0,42  +0,46 0,53 0,45 0,41
T i 240 20T 2,0 2,1 2,0® 2,1% 2,0  21™ 2,27
e +0.40  +0,43 +0,51 +0,39 0,45  +0,40 0,00 0,40 0,47
a s
- RA 2,15 205" 2,15 2,10% 210" 2,15 215 210" 2,1%
N2 +0,37  +0,22 +0,37 +0,31  $0,31  +0,37  +0.37 0,31 +0,31
. conT 180%™ 145 153" 140" 138™ 153" 158" 153" 158"
@ 274 2,71 +1,30 +282  +346  +1,30 058  +1,30 +0,58
S c
& ga 1547 140 1087 9,4* 114 107®* 87 86 9,2%
+1,60 42,25 +69 +3,67  +3,95  +4,87  +487  +3,44 +8,82

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferencas significativas
entre grupos pelo teste ‘t’ p<0,05.

Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apés seis horas de restricdo alimentar; M2- apds 12 horas de restricdo alimentar; M3- apds

18 horas de restricdo alimentar; M4- apés 24 horas de restricdo alimentar; M5-apés 30 horas de restricdo alimentar;
M6-apds 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restrigdo alimentar e M8-apds 48 horas de restricao

alimentar.
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N&o foram observadas diferencas de médias entre os grupos, em todos
0s momento avaliados, para frequéncia cardiaca. O grupo CONT teve reducéo
da frequéncia cardiaca em M3, M5, M7 e M8 em relacdo & media basal,

enquanto o grupo RA teve reducdo a partir de M3, até o M8.

De acordo com Ditrich et al. (2010), os equinos séo reativos a interacao
com humanos e mudancas fisicas, comportamentais e hematolégicas podem
ocorrer como estratégias fisioldgicas adaptativas. Portanto a frequéncia
cardiaca mais elevada no inicio do experimento em ambos 0S Qrupos,
possivelmente esta associada as reacoes fisiologica mediante o contato com a

equipe de coleta.

Embora a reducdo da frequéncia cardiaca tenha sido observada nos
dois grupos, o grupo RA teve mais momentos com media inferior ao momento
basal que o grupo CONT. Em um experimento com camundongos Mager et al.
(2006) relatam que, tanto o jejum quanto a restricdo caldrica suscitam
diminuicdo da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial, associado a uma

diminuicao da atividade simpatica no sistema nervoso autbnomo.

Na variavel frequéncia respiratéria, ndo foram detectadas diferencas de
média entre 0s grupos em nenhum momento de avaliacdo. O grupo controle e
0 grupo tratamento apresentaram diminuicdo na frequéncia respiratoria em
relacdo a média basal em M3, M6 e M7. Por outro lado Yash Pal e Gupta
(2004) relatam diminuicdo significativa na frequéncia respiratoria em poéneis a
partir de trés dias de restricdo alimentar associada a uma reducdo da demanda
metabdlica. O contraste entre os resultados possivelmente € decorrente do

tempo de jejum mais prolongado imposto pelos autores.

Até M7 ndo foram detectadas diferencas de médias entre o grupo CONT
e RA, para temperatura retal, porém em M8, o grupo RA apresentou reducao

da temperatura retal em relacdo ao grupo CONT.

O grupo CONT, apresentou reducdo da TR nos momentos, M3, M4 e
M7, em relacdo & média basal, enquanto o grupo RA, reducédo na temperatura
retal, foi observada em M7 e M8. Yash Pall e Gupta (2004) relatam auséncia de

efeito do jejum sobre a temperatura retal até quatro dias de jejum em burros e
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mulas, e até trés dias em poneis, precedidos de uma reducdo da temperatura
retal. Dada a diferenca de média observada entre os grupos em M8, pode-se
sugerir que o jejum de 48 horas, diminui a temperatura retal de equinos, em
resposta a uma reducéo da taxa metabolica (YASH PALL; GUPTA 2004).

N&o foram observadas diferencas de média para TPC, nem entre grupos
e nem entre momentos tanto no grupo CONT quanto para o grupo RA,
indicando auséncia de efeito da restricdo alimentar sobre esse parametro.

Resultados semelhantes aos descritos na literatura (GUPTA et al., 1999).

As médias e respectivos desvios-padrao da pontuacdo de escore de
motilidade intestinal estdo expressos na Figura 1.

Figura 1: Histograma contendo médias da pontuacdo de escore da
Motilidade Intestinal, no grupo Restricdo Alimentar (RA) e no grupo Controle
(CONT), em diferentes momentos de avaliacao.

20,00
18,00 -
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

B CONT| 15,09 | 14,50 | 15,33 | 14,00 | 13,83 | 15,33 | 15,83 | 15,33 | 15,83
N RA 15,40 | 14,00 | 10,80 | 9,40 | 11,40 | 10,70 | 8,70 | 8,60 | 9,40

MO-animal sem jejum; M1- apds seis horas de restricdo alimentar; M2- apds 12 horas de restricdo alimentar; M3- apds
18 horas de restricdo alimentar; M4- apds 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-apds 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restrigdo alimentar e M8-apds 48 horas de restrigao

alimentar.

A motilidade intestinal foi a Gnica varidvel da avaliag&o fisica dos equinos

gue apresentou correlagédo significativa (P< 0,001) Grupo x Momento. No MO,
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M1 e M4 ndo houve diferenca de média significativa entre os grupos. Nos
demais momentos a motilidade intestinal do grupo RA sofreu diminuicdo em
relacdo ao grupo CONT. No grupo CONT nao houve diferenca de média em
nenhum momento avaliado. Ja no grupo TRAT a partir do M3 houve diminuicdo
da motilidade intestinal em relacdo ao valor basal. Essa diminuicdo da
motilidade intestinal ocorreu possivelmente devido a diminuicdo na atividade
mioelétrica no coélon, como descrito por Merritt et al. (1995). Atividades
mioelétricas e mecéanicas estdo ligadas e, portanto, uma diminuicdo na
atividade mioelétrica produz uma diminuicdo na atividade contratil e
conseguentemente nos sons gastrointestinais (NAVARRE; ROUSSEL 1996).
Resultados em conformidade com os descritos por, Hospes e Bleul, (2007) que

relatam diminuicdo na motilidade intestinal e defecagdo em resposta ao jejum.

1.3.2. Hemograma

Os valores referentes aos parametros do heritrograma do grupo TRAT e
RA com seus respectivos desvios-padréo estao expressos na Tabela 3.
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Tabela 2: Médias e respectivos desvios-padrdo da contagem de
Hemécias (RBC), Volume Gobular (HCT), Hemoglobina (HGB), Volume
Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) de equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo
Controle (CONT) em diferentes momentos de avaliag&o.

ERITROGRAMA MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
ST 7,147 7,15%8 7,21 718" 674" 6,71 691" 7,08 6,81
03 +1,02 +1,14 +1,08 +0,85 +0,76 +0,74 +0,94 +0,97 +0,85
Q%
=32 RA 6,71 6,62"* 656" 655" 655" 655" 655" 655" 6,55
+0,97 +0,42 +1,15 +1,25 +1,38 +1,25 +1,20 +1,32 +1,36
SO 35.09% 34,877 35107 34,994 3349 32,73 3343 34,40°* 32,83/
- + 4,09 +4,87 +4,39 +3,43 +3,50 +3,10 +3,92 +4,10 +3,62
S
* RA 34,097 33207 3327" 33,16 3356"% 33,20" 33,07" 33,25 34,07"
+3,64 +3,85 +4,70 +5,30 45,85 45,12 +5,00 45,08 45,49
—_ 11,07  11,08%*  11,02** 11,03** 10,34"* 10,21 10,60 10,72"* 10,23*®
e +1,60 +1,90 +1,67 +1,19 +1,16 +1,09 +1,42 +1,51 +1,26
o3
e RA 11,13%*  10,55"*  10,45”* 10,50 10,77"* 10,74 10,66"* 10,66°* 10,01
+1,55 +1,42 +1,70 +1,98 +2,12 +1,96 +1,88 +1,96 42,25
ST 4924%% 48,02 48,837 48,83%% 48,83"% 49,00"* 48,58"% 48,75"% 48,25
= +2,27 +2,57 42,59 +2,41 +2,40 +2,37 42,50 +2,45 +2,63
o€
= RA 51,06  51,10" 51,10"® 50,90"® 51,20" 51,30"® 50,95"* 51,00°* 50.80"?
+3,33 +3,40 +3,45 +3,39 +3,52 +3,57 +3,50 +3,85 +3,46
SN 31,46%% 31,66 31,36"® 31,52%% 31,52 31,19”% 31,73%® 31,09%* 31,10
s +1,26 +1,32 +1,09 +0,84 +1,12 +0,61 +1,15 +0,85 +0,78
oy
s
@) RA 32,537 31,717 31,29 3155 31,037 3223 3212 31,95%% 3214"

+1,33 +1,07 +1,18 +1,25 +1,29 +1,32 +1,40 +1,59 +1,54

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas significativas
entre grupos pelo teste t’ p<0,05.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferengas significativas entre
momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apos seis horas de restrico alimentar; M2- apds 12 horas de restricdo alimentar; M3- apos
18 horas de restricdo alimentar; M4- apds 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-ap6s 48 horas de restricdo
alimentar.

Hematécrito, hemoglobina, heméacias, volume corpuscular médio e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média dos animais do grupo CONT
e RA se mantiveram sem diferenca de média (P>0.05) entre grupos bem como

entre momentos.

A restricdo alimentar crbnica em equinos é uma condicdo capaz de
reduzir a quantidade de globulos vermelhos circulantes, podendo até mesmo

gerar quadros de anemia, como proposto em experimento conduzido por
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Mufioz et al. (2010). Por outro lado a influéncia do jejum agudo sobre a
hematimetria de equinos saudaveis € pouco relatada. No presente estudo o
jejum de 48 horas néo teve efeito sobre a hematimetria dos equinos avaliados.
Resultados semelhantes foram relatos em equinos submetidos a jejum pré-
cirurgico prolongado (HOSPES; BLEU, 2007).

As hemacias séo células cruciais quando se trata de restricdo alimentar,
uma vez que o metabolismo dessas células consomem como fonte exclusiva
de energia a glicose, elemento normalmente poupado pelas demais células do
organismo devido a seu alto custo metabdlico. Uma vez que sua principal
funcdo é carrear oxigénio, a eficacia desta tarefa seria extremamente
comprometida se o oxigénio fosse usado em seu metabolismo proprio. Como
estratégia de otimizar o transporte do oxigénio, as hemacias utilizam a quebra
anaerobica de glicose como via metabdlica. Produzir glicose mediante jejum
representa intensa perda proteica muscular que é um estoque energético
limitado do corpo (MALHEIROS, 2006). Apesar do metabolismo inteiramente
dependente de glicose dessas células, o jejum agudo parece nao influenciar na
contagem total de hemacias circulantes, como demonstrado nos dados do

presente estudo.

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de média e desvios-padrao
relativos a leucometria global e especifica dos grupos CONT e RA em nove

tempos distintos.
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Tabela 3: Médias e respectivos desvios-padrdo da contagem de

leucécitos  totais  (x10%/ul), eosinéfilos  (x10%/uL),

neutrofilos bastonetes

(x10°*/uL), neutréfilos segmentados (x10%puL), linfécitos (x10%uL) e mondcitos
(x10%/uL) de equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo
Controle (CONT) em diferentes momentos de avaliag&o.

LEUC‘;METR' MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

CONT 10,92"* 10,05 9,67™ 9,04 9,80 986" 914" 942 916"

o2 +251  +204  +1,51 +1.86 +220  +219 43,10 +1,52 1,30
Mmoo
o

= X pa 1016 A2 909" g 40 7,97 8,065 700" 771" 7,70%° 814"

222 222  +1,64 +1,73 +1,77 42,73  +194 +1,82 176

Aa Aa

_ cont 7’66Aa 6113Aab 5,85Aab 6,06Aab 4,86Aab 3'36Ab 5,2b3 5,0b9 5'67Aab

. ; +3,99  +155  +2,18 +2,40 350 #2245y 5.9 %434
w o

¥ ga 687" 647" 484" 549" 6,36 4,85 352" 270° 3,08%

+6,54 574  +4,24 +522 +7,49  +259 342 215 227

. conT 0,19 0,00 0,11 0,252 0,00 0,00 0,83%* 0,00 0,00

3 +4593  +0,00 0,34 +0,46 +0,00  +0,00 0,29 0,00  +0,00
s
mo

¥ ga 041" 076" 036" 017" 020" 074® 010® 000" 051"

+0,19  +0,23 0,16 +0,35 +0,36  +0,23 0,25 0,00 0,23

CONT 595" 578" 5477 559 633" 620" 662" 6,342 591"

a +1,85  +1,73  +1,10 +1,70 +214  +226 212 159 1,15
L o=
0o

¥ ga 549" 490" 461" 460" 456" 460" 489" 514" 532"

+151 #2110  +1,24 +1,30 +160  +1,31 +1,86 1,85 1,71

CONT 3,35 322" 316" 246" 2,687 303" 2517 239 217"

4 +0,95  +144  +0,83 +0,68 +0,83  +1,04 1,05 0,75 0,94
%

X pa 3607 315% 280" o677  278%" 285%™ 222" 210" 223"

+149  +133  +1,26 +1,6 +1,00  +1,02 091 0,72 0,95

CONT 0,32" 0,29 0,27  0,36™ 032" 0,26" 028" 023" 0,20"

o a +0,16 0,16 0,17 +0,24 +0,18 0,19 0,24 0,16 0,18

=5

¥ n4 034" 025" 021" 017%" 024" 023" 021" 015" 019"

+0,25  +0,17 0,11 +0,10 +0,13  +0,13 0,10 0,11 0,12

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas significativas

entre grupos pelo teste ‘t’ p<0,05.
Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.
MO-animal sem jejum; M1- ap6s seis horas de restricao alimentar; M2- apds 12 horas de restricao alimentar; M3- ap6s

18 horas de restrigdo alimentar; M4- ap6s 24 horas de restrigdo alimentar; M5-apds 30 horas de restri¢cdo alimentar;

M6-ap6s 36 horas de restrigdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricéo alimentar e M8-apés 48 horas de restricao

alimentar. WBC- Leucometria Global; EO- Eosindfilos; BT- Neutréfilos Bastonetes; SE- Neutréfilos Segmentados; LI-

Linfécitos; MO-mondcitos.

Entre os grupos, foi observada diferenca de média na contagem global

de leucdcitos em M2, M4 e M7, momentos em que a leucometria global do

grupo RA apresentou diminuicdo em relacdo ao grupo CONT. O grupo CONT
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ndo teve diferenca de média em todos os momentos avaliados para a

leucometria global, enquanto o grupo RA, teve reducao a partir do M2.

Nos momentos M7 e M8, o grupo RA apresentou reducdo de eosindfilos
em relacdo ao grupo CONT, associado a elevacdo da cortisolemia induzida
pela restricao alimentar (YASH PAL; GUPTA, 2004).

N&o foram observadas diferencas de média nem entre grupos, e nem
estre momentos, para neutrofilos bastées, em ambos os grupos. Para
neutréfilos segmentados, ndo foram observadas diferengcas de média em
ambos os grupos, entre os momentos avaliados, porém nos momentos M4, M5
e M6, o grupo RA apresentou diminuicdo de neutrofilos em relagdo ao grupo
CONT.

Em humanos Van Oostrom et al. (2002), identificaram um incremento na
contagem de neutrdéfilos no periodo pos-prandial, associado a ativacao dessas
células pela combinacdo da abundancia de lipidios e glicose. Embora né&o
tenha sido identificada diferenca de média entre os momentos no grupo CONT,
a ativacdo poés-prandial de neutréfilos pode ser uma possivel causa da
diferenca de média observada entre os grupos. Além disso quando submetidos
a restricdo alimentar 0s equinos permanecem inativos, com poucos
movimentos voluntarios, para poupar energia metabdlica (YASH PAL; GUPTA,
2004). Dado que a atividade fisica promove liberacdo de neutrofilos do
compartimento de reserva marginal para a circulacdo, a menor contagem de
neutréfilos no grupo CONT, pode estar associado a esse evento fisioldgico
(WALTON, 2014). Portanto sao necessarias pesquisas especificas que

comprovem tais hipoteses.

Por outro lado Mufioz et al. (2010), descreveram aumento na contagem
de neutroéfilos em equinos com ma nutricdo e emagrecimento, correlacionando
essa neutrofilia a maior susceptibilidade a infec¢cbes pela restricdo alimentar

crbnica.

N&o foram observadas diferencas de média entre grupos para linfécitos.
Entre momentos, também nédo foram identificadas diferencas de média para o

grupo CONT. Porém, no grupo RA, observou-se uma diminuicdo em relacdo a
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média basal (MO) nos momentos, M6, M7 e M8. Resultado semelhante ao de
Naylor e Kenyon (1981), que durante o jejum prolongado (6 dias), observaram
diminuigc&o progressiva na contagem de linfocitos de equinos, acompanhada de
uma maior susceptibilidade & infeccbes. Possivelmente diferencas de médias
entre 0os grupos ndo foram alcancadas pelo tratamento empregado ser jejum

curto (<72 horas).

A contagem de mondcitos do grupo CONT, permaneceu sem diferenca
estatistica em todos os momentos, o grupo RA por outro lado, a partir do M5
sofreu reducédo em relacdo a meédia basal. Os mondcitos sdo precursores dos
macrofagos teciduais e estdo envolvidos tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa (LESTER et al., 2015), a reducdo observada na contagem dessas
células no grupo RA sugerem comprometimento imune pela restricdo alimentar,
como proposto anteriormente na literatura (Naylor; Kenion 1981, Oostrom et al.,
2002).

1.3.3. Anédlises Bioquimicas

Os valores referentes as meédias de triglicerideos, colesterol total e
glicose do grupo CONT e RA e seus respectivos desvios-padréo estao contidos

na Tabela 5.
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Tabela 4: Médias e respectivos desvios-padrdo das concentracdes seéricas de
triglicerideos, colesterol total e glicose em mg/dl de equinos no grupo com
Restricdo Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT) em diferentes momentos
de avaliacéo.

GLICOSE COLESTEROL TRIGLICERIDEOS
Momento ~ CONT RA CONT RA CONT RA
MO 73,66™ 78,75 79,75" 86,80 16,42 19,45"¢
+10,38 +8,27 +14,74 +23,88 +8,67 +551
M1 71,00%* 82,05 87,41 92,80 16,75 25,2%¢
+14,48 +5 51 +11,70 +25,69 +4,81 +11,00
M2 67,33  69,60"" 84,41° 93,75 13,33 28,65°°
+9,08 +13,33 +9,44 +38,32 +8,03 +13,22
- 60,75"*  76,00*" 81,91 95,95 15,67 45,00
+15,97 +7,53 +13,21 +30,02 +7,36 +24,41
MA 77,277 78,10"® 83,83™ 100,95"% 15,83 69,05°*
+14,66 +8,93 +11,00 +27,93 +5,29 +32,78
M5 64,00%*  71,05*" 85,25 103,30 17,67 105,8%
+15,50 +14,83 +14,60 +29,50 +5,21 +53,96
M6 70,58"  68,63" 92,83 112,16 17,42" 159,05
+14,60 +12,53 +14,74 +32,49 +5,50 +66,19
e 70,25%* 74,95 93,83% 116,80 17,75" 197,30%°
+14,60 +16,59 +13,76 +36,74 +5,12 +96,67
M8 63,08"  80,05°% 93,00 117,35 17,67 245,80
+12,55 +14,81 +14,42 +35,69 +6,83 +116,13

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
grupos pelo teste ‘' p<0,05.

Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas significativas
entre momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apds seis horas de restricao alimentar; M2- apés 12 horas de restricao alimentar; M3- apos

18 horas de restricdo alimentar; M4- apds 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-ap6s 48 horas de restricao

alimentar.

Nos momentos M2 e M8, foram observados incrementos na
concentracéo de glicose do grupo RA em relacdo ao grupo CONT. Resultados
em conformidade com os descritos por Gupta et al. (1999) e Yash Pal e Gupta
(2004), que relatam aumento de glicose nos primeiros dias de jejum seguidos

de decréscimo a partir do terceiro dia.

Durante todos os momentos avaliados 0s equinos mantiveram a

concentracao sérica de glicose dentro do intervalo de referéncia proposto para
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a espécie. Esses resultados corroboram com os de Hospes e Bleul, (2007), que
ao submeterem equinos ao jejum prolongado, relatam que todos os animais se
mantiveram com a concentracao de glicose dentro do intervalo, nos primeiros
sete dias de jejum. Por outro lado Frank et al. (2002) relata diminuicdo
significativa da concentracdo sérica de glicose de éguas submetidas ao jejum
em relacdo ao grupo de éguas alimentadas ad libitum com feno e capim

picado.

Ao longo das 48 horas de jejum ndo foi observada hipoglicemia em
nenhum animal submetido ao jejum. A manutencdo da glicemia apesar da
restricdo caldrica € possivel gragcas a um refinado sistema de homeostase da
glicose. A via da glicogendlise mantém a glicemia nas primeiras horas de jejum,

cedendo espaco a gliconeogénese no jejum prolongado (COELHO, 2016).

A concentracdo sérica de colesterol total do grupo RA foi
significativamente maior que o grupo CONT nos momentos M7 e M8. No grupo
CONT e RA ndo foram observadas diferencas de média entre 0s momentos.
Apesar do acréscimo de média observado, apenas dois animais do grupo RA
apresentaram hipercolesterolemia a partir de 12 horas de jejum, que se
manteve até fim do periodo experimental. No momento M8, mais um animal
apresentou elevacdo de colesterol acima do intervalo de referéncia para a
espécie, totalizando trés animais com hipercolesterolemia ao decorrer das 48
horas de restricdo alimentar. Resultados semelhantes foram demonstrados por
Hospes e Bleul, (2007) que identificaram elevacéo progressiva e marcante nas
concentracbes séricas de colesterol em éguas submetidas ao jejum
prolongado. Ao submeter burros e mulas ao jejum solido total durante dez dias,
GUPTA et al. (1999), relataram concentracdo sérica de colesterol total

significativamente elevada comparada aos valores do momento controle.

Os valores referentes as médias da concentracdo sérica de

Triglicerideos dos animais do grupo CONT e RA estdo contidos na Figura 3.
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Figura 2: Histograma e valores de média das concentracdes seéricas de
Triglicerideos de equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo

Controle (CONT) em diferentes momentos de avaliag&o.
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N RA 19,5 25,2 | 28,7 | 45,0 | 69,1 |105,8/159,1/197,3|245,8

MO-animal sem jejum; M1- ap6s seis horas de restricdo alimentar; M2- ap6s 12 horas de restricdo alimentar; M3- apds
18 horas de restricdo alimentar; M4- apés 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-apds 48 horas de restricao

alimentar.

Foi observada interacdo tratamento x momento na variavel triglicerideo
(P<0.001). No MO, inicio da restricdo alimentar, o grupo CONT e RA
apresentavam meédias de concentracdo de triglicerideos estatisticamente
iguais. Grupo controle com média de 16,4 mg/dl e grupo tratamento com 19,5
mg/dl. Apesar da concentracdo sérica de triglicerideos do grupo tratamento
apresentar incremento progressivo desde o MO, diferenca significativa entre os
grupos foi alcancada apenas no M3. Tais resultados corroboram com o0s
relatados por Hospes e Bleu (2007), que relatam aumento progressivo de

triglicerideos ao logo de 13 dias de restricdo alimentar em equinos.

No M3, cinco animais apresentavam concentracdo de triglicerideos
acima do limite maximo para a espécie, e no M4 apenas um animal possuia
valor de triglicerideos dentro do intervalo de referéncia. A partir de 30 horas de
jejum solido total, todos os animais desenvolveram hipertrigliceridemia.

Resultados semelhantes aos de Naylor et al. (1980) que relatam aumento
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sérico acima do intervalo de referéncia em cinco dos seis animais submetidos
ao jejum. Frank et al. (2002) relatam desenvolvimento de hipertrigliceridemia
apos 36 horas de jejum e Téth et al. (2018) apenas apos 96 horas de jejum em
cavalos AkalTeke. Em contrapartida, em experimento conduzido por Hospes e
Bleu (2007) apesar dos animais submetidos ao jejum apresentarem elevacao
progressiva na média de triglicerideos, os animais ndo desenvolveram

hipertrigliceridemia.

O aumento da concentracédo sérica de triglicerideos foi acompanhado de
aspecto leitoso no plasma. Lipemia ja havia sido relatado previamente por
Gupta et al. (1999) ao submeterem burros e mulas ao jejum prolongado. O
aumento na concentracdo sérica de triglicerideos no jejum se deve a influéncia
do glucagon, principal hormonio regulador da homeostasia da glicose no jejum.
A lipolise € aumentada no tecido adiposo, mobilizando triacilglicerol que geram
acidos graxos e glicerol para os tecidos capazes de utiliza-los como substrato
energético. No jejum prolongado, além do glucagon, hormdnios adrenérgicos e
o cortisol incrementam a lipélise, disponibilizando mais acidos graxos e glicerol
(COELHO, 2016).

Apesar da elevacdo da concentracdo de triglicerideos promovida pelo
jejum ser bem documentada na literatura, existe grande variagcdo quanto ao
tempo de jejum capaz de promover a hipertrigliceridemia. Possivelmente
diferencas raciais de escore corporal e de dietas prévias, influenciam a

tolerancia ao jejum.

Os valores de média e desvios-padrdo da concentracdo sérica de Ureia

e creatinina do grupo CONT e RA estéo contidos na Tabela 6.
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Tabela 5: Médias e respectivos desvios-padrdo da concentragdo sérica
de Ureia e Creatinina expressas em mg/dl de equinos no grupo com Restricéo
Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT) em diferentes momentos de
avaliagéo.

UREIA CREATININA
Momento CONT RA CONT RA

MO 35,5+8,15%% 34 3+10,14"° 0,98+ 0,09 1,06+0,15"%
M1 38,2+8,24%%°  36,9+10,61°° 1,04+ 0,10% 1,11+0,15"
M2 39,9 ¢c9,02"*  36,5+10,87"°% 1,03+0,13" 1,12+0,15"
M3 39,0+9,65"° 35,1+9,43" 0,98+0,11* 1,07+0,177%
M4 37,4 £9,65" 50,2 + 6,76 1,01+0,16" 1,07+0,18"%
M5 31,8+7,09"° 40,5 +7,90%" 0,90+0,11* 0,94+0,24%3¢
M6 32,546,024 42,249 838> 0,99+0,12" 0,9740,25"°
M7 32,2+8,86"* 43,5+8,46"° 0,90+0,11" 0,84+0,27%¢
M8 30,7+5,94" 45,6 £11,51%® 0,89+0,17" 0,89+0,24"

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
grupos pelo teste 1" p<0,05.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferencas significativas
entre momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apds seis horas de restricdo alimentar; M2- ap6s 12 horas de restrigdo alimentar; M3- apés

18 horas de restricdo alimentar; M4- ap6s 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restrigdo alimentar e M8-apds 48 horas de restrigdo

alimentar.

Durante todos os momentos avaliados nao foram observadas diferencas
de média de Creatinina entre os grupos CONT e RA. Entre momentos, no
grupo CONT, também néo foram registradas diferencas de média. O grupo RA
por outro lado, sofreu diminuicdo de creatinina nos momentos M7 e M8, em
relacdo & média basal. A concentracdo da creatinina depende simultaneamente
do clearance renal e da atividade muscular com quebra do fosfato de creatina,
portanto atividade fisica promove incremento em sua concentracdo sérica
(WALTON, 2014). A redugédo de creatinina observada provavelmente ocorreu
pela diminuicdo de sua produgédo, dado que equinos submetidos ao jejum
reduzem a atividade fisica voluntaria (YASH PAL; GUPTA, 2004). Gupta et al.
(1999), relata aumento sérico de creatinina em burros e mulas do terceiro ao

quinto dia de privagao alimentar total.

Apesar da reducao de creatinina observada, nenhum animal durante as

avaliacdes apresentou valor fora do intervalo de referencia para a espécie,



58

resultados semelhantes aos de Mufioz et al., 2010 , que relatam que equinos
com privagcao alimentar crénica mantém valor de creatinina dentro do intervalo

de referéncia.

Os valores de média da concentracdo sérica de Ureia do grupo CONT e
RA estéo contidos na Figura 3.
Figura 3: Histograma contendo valores de média das concentracfes

séricas de Ureia de equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo
Controle (CONT) em diferentes momentos de avaliag&o.

60,0

50,0

40,0

30,0

UREIA mg/dl

20,0

10,0

0,0

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

BCONT| 355 | 38,2 | 399 | 390 | 374 | 31,8 | 32,5 | 323 | 30,8
ERA 344 | 36,9 | 36,5 | 44,2 | 50,2 | 40,6 | 42,2 | 43,5 | 45,6

MO0-animal sem jejum; M1- ap6s seis horas de restricdo alimentar; M2- ap6s 12 horas de restri¢cdo alimentar; ,
M3- apds 18 horas de restricdo alimentar; M4- apds 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo
alimentar; M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-apés 48 horas de
restricdo alimentar.

Foi observada interacdo grupo x momento na variavel ureia (P<0.001). A
concentracdo sérica de ureia do grupo RA foi maior que a do grupo CONT a
partir de 24 horas de restricdo alimentar, permanecendo com média superior
em todos os momentos avaliados até se completarem as 48 horas de ensaio.
No M4 e M8, foram registrados dois picos de ureia no Grupo RA e do M5 em
diante, houve elevacgédo progressiva na média de ureia. Os resultados expostos
estdo em conformidade com resultados preliminares da literatura (YASH PAL e
GUPTA 2004; TOTH et al., 2018).

Os equinos possuem um estoque de glicogénio limitado, portanto a
manutencdo da glicemia € intensamente dependente da gliconeogénese e do

catabolismo proteico, para fornecer carboidratos e aminoacidos como
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precursores para a sintese de glicose (McKENZIE, 2011). Por conseguinte
durante o jejum tais processos catabdlicos podem causar elevacéo da ureia em
equinos. Com base neste evento fisiolégico a alimentacdo parenteral é usada

para prevenir a elevacéo de ureia em equinos enfermos (MYERS, 2009).

Além do catabolismo proteico promovido pelo jejum, outra possivel fonte
de elevacdo de wureia é a diminuicAdo da volemia, diminuindo
consequentemente, a taxa de filtragcdo glomerular gerando maior reabsorgéo
de ureia. Durante o jejum os cavalos diminuem significativamente a ingestao de
agua, fazendo que a hipovolemia seja uma possivel contribuinte na elevacao
da ureia (GUPTA et al., 1999). Os equinos no presente estudo mantiveram ao
logo de todo o experimento o tempo de preenchimento capilar normal,
sugerindo a manutencdo da volemia. Além disso, ndo houve diferenca
estatistica entre 0os grupos em relacdo a concentracdo de proteinas totais
(exposto adiante), reforcando a hipétese de que a volemia nao influenciou no
acréscimo de ureia observado no grupo RA. Apesar da volemia ndo ter sido
monitorada por métodos avancgados, a permanecia do tempo de preenchimento
capilar normal somada a auséncia de diferenca de média de proteinas totais
entre os grupos RA e CONT, sugerem que 0 aumento da concentracdo de

ureia teve como fonte exclusiva o catabolismo proteico.

O grupo CONT iniciou com média de 35,5 g/dl de ureia, que se manteve
sem diferenca estatista até o M4. No M5 a ureia apresentou uma reducéo
significativa em relacdo a média basal, e se manteve inferior até o M8. No M8
foi registrada a menor média de ureia do grupo CONT de 30.7 mg/dl, sendo
significativamente menor que os demais momentos. A diminuicdo de ureia
sérica registrada do grupo controle foi associada ao confinamento durante o
periodo experimental, dado que a atividade fisica bem como o jejum promove
catabolismo muscular e producdo hepatica de ureia (FERNANDES et al.,
2000). Stickers et al. (1995) relatam aumento significativo de ureia em éguas

submetidas a atividade fisica.

Os valores de média e desvios-padrdo da concentracdo seérica de

Proteina Total do grupo CONT e RA estao contidos na Tabela 7.
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Tabela 6: Médias e respectivos desvios-padrdo da concentracao seérica
de Proteina Total e Albumina expressas em mg/dl de equinos no grupo com
Restricdo Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT) em diferentes momentos
de avaliacéo.

PROTEINA TOTAL ALBUMINA
Momento CONT RA CONT RA
MO 7,54 0,45 7,32 40,55 2,46 +0,27 " 2.42 +0.52"
M1 7,61 0,47 7,42 +0,93" 2,55 +0,21 " 2.48 +0.22 %
M2 7,70 £0,59"* 7,60 +0,95" 2,56 +0,31 " 2.58 +0.25
M3 7,75 0,56 7,53 1,07 2,58 0,37 2.60 £0.28 "%
M4 7,82 +0,80" 7,60 +0,70™ 2,58 +0,24 " 2.65 +0.21 %
M5 7,87 #1,25" 7,73 +0,88" 2,62 +0,18"2 2.66 +0.28 %
M6 7,88+0,89"  7,88+1,16" 2,66 +0,31" 2.66 +0.21 %
M7 8,13+0,77"* 8,26 +1,28" 2,63 0,27 2.74 0.22 "
M8 8,20 +0,93"* 8,06 +1,31"® 2,60 +0,27 2.69 +0.27 "

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
grupos pelo teste ‘' p<0,05.

Médias seguidas de letras minuUsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas significativas
entre momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apés seis horas de restricdo alimentar; M2- ap6s 12 horas de restricdo alimentar; M3- apés

18 horas de restricdo alimentar; M4- apés 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restrigdo alimentar e M8-apds 48 horas de restrigao
alimentar.

Durante todos os momentos avaliados nao foram observadas diferencas
de média de Proteina Total entre o grupo CONT e RA. Também nao foram
observadas diferencas de média entre os momentos de ambos 0s grupos.
Resultados semelhantes foram observados para albumina, que nao alcangou
diferenca de média entre grupos em nenhum momento avaliado, portando no

grupo CONT, foi observado aumento de albumina em M7 e M8.

Embora ndo tenha sido alcancada diferenca de média significativa entre
0S grupos tanto para proteina total quanto para albumina, o grupo RA sofreu
incremento de albumina em relacdo & média basal. O acréscimo na
concentracdo seérica de proteinas totais e albumina em equinos submetidos a
restricdo alimentar ocorre em resposta a hemoconcentracdo, decorrente de
menor ingestao hidrica (YASH PAL E GUPTA 2004; HORTON et al., 1996).
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Gupta et al. (1999), relatam uma diminuicdo de ingestdo de seis e onze litros
de agua por burros e mulas respectivamente, apés um dia de jejum. Portanto,
dada a hipertrigliceridemia identificada no grupo RA, vale ressaltar que a
albumina tem valor falsamente elevado decorrente da lipemia, que interfere na

transmissao de luz em medicdes fotométricas (WALTON, 2014).

Os valores de média e desvios-padrao da concentracao sérica de GGT e
AST do grupo CONT e RA estéo contidos na Tabela 8.

Tabela 7: Médias e respectivos desvios-padrdo das concentracdes
séricas de AST e GGT expressas em Ul/L de equinos no grupo com Restricdo
Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT) em diferentes momentos de
avaliacéo.

AST GGT
Momento CONT RA CONT RA
MO 213,67 238,55 15,25 17,95
+51,79 +52,74 +5,88 +511
M1 213,67 249,05 16,75 19,55
+56,34 +44,54 +4,83 +5,15
M2 211,252 246,95 1725 18,80
+57,04 +40,65 +5,40 +5,21
. 211,917 235,25 17,08" 16,05
+65,73 +45,38 +5,76 +6,34
Ma 213,66™ 240,25 16,08 15,77
+58,75 +53,63 +4,52 +7,89
VIS 182,172 234,65 15,002 15,902
+62,44 +52,07 +6,09 +5,86
M6 205,63 229,20 16,08™ 16,95
+32,70 +70,87 +6,68 +6,71
M7 184,50 241,50 17,17 17,94
+66,76 +59,54 +5,92 +6,57
M8 189,81 234,20 17,83 17,10"
+57,25 +62,43 +6,75 +8,32

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencas significativas entre
grupos pelo teste ‘' p<0,05.

Médias seguidas de letras minuUsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferengas significativas
entre momentos pelo teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- apés seis horas de restricdo alimentar; M2- ap6s 12 horas de restrigdo alimentar; M3- apés

18 horas de restricdo alimentar; M4- ap6s 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restrigdo alimentar e M8-apds 48 horas de restrigdo

alimentar.
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Ndo foram observadas diferencas significativas de médias para a
concentracdo sérica de GGT entre grupos e entre momentos. Resultados
semelhantes aos de Gupta et all. (1999) que relatam concentracdo de GGT
sem alteracdo significativa até dois dias de jejum, seguida de posterior
elevacdo. Toth et al. (2018) relata aumento da atividade da GGT em cavalos
submetidos a 96 horas de privagédo alimentar. Diante do exposto pode-se supor
gue a elevacao da concentracdo sérica de GGT promovida pelo jejum acorre a

partir de 48 horas de privacdo alimentar.

N&o foram observadas diferencas de médias para a concentragao sérica
de AST entre momentos em ambos 0s grupos. Porém no momentos M2, M5 e
M7, o grupo RA apresentou aumento da atividade sérica de AST em relacédo ao
grupo CONT. Resultados semelhantes aos descritos na literatura (DEEGEN et
al. 1995; YASH PALL; GUTA 2004). Diminuicao da atividade sérica de AST em
burros e mulas, foi relatada por Gupta et all. (1999) apds noves dias de

restricdo alimentar associados a reducédo do metabolismo.

Durante todo os momentos de avaliacdo os parametros AST e GGT,
permaneceram dentro do intervalo de referéncia, sugerindo que 0s animais
preservaram a integridade hepética apesar da lipemia. Resultados em
conformidade com a literatura que diz que a lesdo hepatica € comum apenas
no jejum prolongado e em espécies predispostas a desenvolver quadros de

lipemia intensa como poneis, burros e mulas (Gupta et all. 1999).

A resposta fisiologica frente a privacdo alimentar € complexa e depende
da integracdo do metabolismo. Os efeitos do jejum em humanos e animais de
laboratorio ja € bem documentado em varios aspectos, como sua relacdo com
o controle de peso, doencas metabdlicas, doencas cardiovasculares,
desordens neurolégicas e cancer. Apesar de em algumas situacdes poder se
aplicar tais conhecimentos na medicina equina, 0s cavalos possuem
disparidades quanto ao aparelho digestorio e o padrdo de alimentacdo que

limita a estrapolacéo de dados & espécie equina (MELO et al., 2011).
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1.4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e na discusséo é possivel concluir que
0 jejum de até 48 horas reduz a motilidade intestinal de equinos e aumenta a
concentracdo sérica de triglicerideos e colesterol total, podendo levar a valores

fora do intervalo de referéncia para a espécie equina.

A restricdo alimentar exerce efeito sobre a temperatura retal, contagem
global e especifica de leucécitos (eosindfilos, neutrofilos, linfocitos e mondécitos)
e concentracdo de: glicose, albumina, ureia e creatinina. Apesar de discreto o
efeito da restricdo alimentar sobre tais variaveis, pode comprometer a

interpretacdo dos resultados se associados ao efeito de enfermidades.

O Incremento marcante de triglicerideos decorrente da privacao
alimentar, permite o uso dessa variavel, como marcador biolégico de balanco

energético negativo, na espécie equina.
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CAPITULO 2 - RESPOSTA DE FASE AGUDA A RESTRICAO
ALIMENTAR EM EQUINOS.

RESUMO: Parte dos efeitos da restricdo alimentar demonstra uma relacao
entre as modulacdes metabdlicas e respostas inflamatérias ao jejum, levando a
ativacao da resposta de fase em algumas espécies. Visando testar a hipétese
de a restricdo alimentar exercer efeito sobre o proteinograma sérico de equinos
submetidos a diferentes tempos de jejum, 32 animais foram distribuidos em
dois grupos experimentais: controle (CONT) e restricdo alimentar (RA).
Avaliacdo fisica e coleta de amostras de sangue foram feitas no momento
basal (MO), e a cada seis horas de restricdo alimentar (M1- seis horas; M2- 12
horas; M3- 18 horas; M4- 24 horas; M5- 30 horas; M6- 36 horas; M7- 42 horas
e M8- 48 horas). As proteinas de fase aguda foram separadas por gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio por meio de eletroforese. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia utilizando o programa estatistico SAS,
e médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05). Nao houve
diferenca de média entre os grupos para as concentracdes seéricas das
proteinas avaliadas: (ceruloplasmina, haptoblobina, a2-macroglobulina, al-
antitripsina, apolipoproteina, glicoproteina &cida e imunoglobulina IGG de
cadeia leve e pesada). Em suma este estudo fornece evidéncias de que o
jejum maximo de 48 horas ndo provoca alteracdes imediatas no proteinograma

sérico de equinos sadios.

Palavras-chave: cavalo, proteina de fase aguda, jejum.
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ABSTRACT: Part of the effects of fasting demonstrates a relationship
between metabolic modulations and inflammatory responses to fasting, leading
to the activation of the phase response in some species. Aiming to test the
hypothesis of food restriction to exert an effect on the serum proteinogram of
horses submitted to different fasting times, 32 animals were distributed in two
experimental groups: control (CONT) and feed restriction (RA). Physical
evaluation and collection of blood samples were done at baseline (M0), and
every six hours of food restriction (M1-6 hours, M2-12 hours, M3-18 hours, M4-
24 hours, M5-30 hours M6-36 hours, M7-42 hours and M8-48 hours). The acute
phase proteins were separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
electrophoresis gel. The results were submitted to analysis of variance using
the SAS statistical program, and averages were compared by the Tukey test (P
<0.05). There was no mean difference between the groups for serum
concentrations of the evaluated proteins (ceruloplasmin, haptoblockin, a2-
macroglobulin, al-antitrypsin, apolipoprotein, acid glycoprotein, and light and
heavy chain IgG immunoglobulin). In summary, this study provides evidence
that a maximum fasting of 48 hours does not cause immediate changes in the

serum proteinogram of healthy horses.

Key words: equine, acute phase protein, fasting
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2.1 — INTRODUCAO

Como o tipo de alimento e a frequéncia da ingestao ja foram associados
com o desenvolvimento de inflamacé&o de baixo grau bem como o fato do jejum
ser um potente promotor de estresse cabe elucidar os possiveis efeitos do
jejum sobre marcadores inflamatorios frequentemente utilizados para monitorar

a saude dos cavalos.

As proteinas de fase aguda comp&e um grupo de proteinas plasmaticas
responsaveis por restabelecer a homeostase de forma anticorpo independente
em situagbes de infeccdo, inflamagdo, trauma cirlrgico e estresse. E
amplamente aceito tanto em humanos quanto em animais que o estresse fisico
e psicologico eleva as concentragdes plasmaticas de proteinas de fase aguda
(BERRY et al., 2004; MORLESE et al., 1998).

Durante o jejum ha liberacéo de cortisol, horménio com papel importante
na neoglicogénese, via metabdlica ativada em resposta a deplecdo dos
estoques de glicose em forma de glicogénico hepatico e muscular. Embora néo
seja completamente esclarecida as vias regulatérias de producédo e liberagédo
das proteinas de fase aguda, entende-se que a ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal pelo estresse pode desencadear a producdo sistémica ou
local de citocinas e consequentemente a sintese de proteinas de fase aguda
pelo hepatécitos (Nukina et al., 2001).

Uma vez que as proteinas de fase aguda sé&o cada vez mais usadas na
pratica clinica e cirirgica como sinalizadores precoces da inflamacao, é
importante investigar a influéncia do jejum sobre o comportamento de tais
proteinas, dado que a prescricao de jejum é uma pratica rotineira na clinica de
equinos. O esclarecimento dos efeitos do jejum sobre a concentracdo das
proteinas de fase aguda permitira uma interpretacdo mais fidedigna do

proteinograma sérico dos equinos.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Comissédo de Etica

O estudo experimental foi feito de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de
Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(SBCAL/COBEA). Foi pela Comissédo de Etica de Uso de Animais (CEUA-
UENF/2018).

2.2.2. Amostragem

Foram utilizados 32 equinos, higidos sem raca definida, com idade
média de 7,4 +5,0 anos, escore corporal de trés a cinco, segundo classificacdo
de Speirs (1997) e peso corporal médio de 404,19 Kg +46,93. Os animais
pertenciam a uma propriedade rural localizada na regido noroeste do estado do
Rio de Janeiro onde eram mantidos em regime extensivo em pastagens, em
piquetes amplos de aproximadamente 10000m? compostos
predominantemente por grama Tyfton. Os equinos avaliados possuiam a

finalidade de execucéo de atividades agropecuéarias e lazer.

2.2.3. Delineamento experimental

Os animais passaram por exames fisicos e clinicos prévios, uma
semana antes da execucdo do experimento, onde foram feitas: pesagem (com
fita de correlacdo peso x perimetro toracico), registro dos parametros fisicos,
hemograma e OPG (ovos por grama de fezes) de cada animal. Foram aferidas:
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), coloracdo de
membranas mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC), temperatura

retal (TR) e motilidade gastrointestinal (MI). SO foram inclusos no ensaio
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animais com parametros fisicos e hematolégicos dentro dos intervalos de
normalidade para a espécie. Ademais os animais foram desparasitados com
mebendazol, via oral, na dose de 50mg/kg, com base nos resultados do exame

parasitoldgico quantitativo OPG.

Antes da execucao do experimento 0s animais passaram por um periodo
de adaptacdo de uma semana. Durante esse periodo os cavalos foram
diariamente conduzidos aos currais de experimentacdo, onde foram ofertados
agua e grama Tifton fresca, durante um periodo de seis horas diarias. O

mesmo procedimento foi realizado antes da primeira coleta de amostra.

Durante o periodo experimental (48 horas), os animais foram alojados
em currais com 150 m? com livre acesso a &gua. Foram divididos
aleatoriamente dois grupos experimentais, um grupo tratamento (RA- com
restricdo alimentar e livre acesso a agua), composto por 20 animais submetidos
ao jejum maximo de 48 horas e grupo controle (CONT) contendo 12 animais 0s

guais possuiam agua e alimento ad libitum.

2.2.4. Coleta de Amostras

As coletas de amostras de sangue foram realizadas por venopuncgé&o
jugular utilizando-se agulha estéril 40x16 e tomando-se os devidos cuidados

prévios de antissepsia.

A primeira coleta foi realizada no momento zero (animais sem jejum), e
posteriormente a cada 6 horas com restricdo de alimento, totalizando nove
andlises para cada animal. Assim, o MO é momento zero, animal sem jejum;
M1 é o momento apdés seis horas de restricdo alimentar; M2 é o momento apos
12 horas de restricdo alimentar; M3 € o momento apos 18 horas de restricao
alimentar; M4 € o momento apos 24 horas de restricdo alimentar; M5 é o
momento apos 30 horas de restricdo alimentar; M6 é o momento apds 36 horas
de restricdo alimentar; M7 € o momento apés 42 horas de restricdo alimentar e
M8 é o momento apos 48 horas de restricdo alimentar.
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2.2.5. Processamento das amostras

As amostras foram encaminhas ao Departamento de Medicina
Veterinaria e de Bioquimica, da Universidade Federal de Vigcosa para dosagem
das proteinas de fase aguda (ceruloplasmina, haptoblobina, macroglobulina a2,
antitripsina al, apolipoproteina, glicoproteina acida e imunoglobulina IGG de
cadeia leve e pesada). As proteinas foram identificadas e quantificadas por
meio de corrida eletroforética das amostras de soro em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), de acordo com técnica descrita

por Laemmli (1970) modificada. Utilizou-se o sistema vertical de eletroforese.

2.2.6. Analise Estatistica

Apoés a coleta dos dados, foi realizada a analise de consisténcia (para
detectar dados atipicos), analise de normalidade e a estatistica descritiva
(média, desvio padréo, valores minimos e maximos e coeficiente de variagao)
das variaveis estudadas (Proc UNIVARIATE, PROC MEANS, SAS, 2016).
Posteriormente, foi realizada a andlise de variancia das variaveis:
ceruloplasmina, haptoblobina, = macroglobulina a2, antitripsina  al,
apolipoproteina, glicoproteina acida e imunoglobulina IGG de cadeia leve e
pesada, incluindo no modelo de analise os efeitos fixos de grupo e momento e
a interacdo simpleas grupo*momento (PROC GLM, SAS, 2016). As médias

foram comparadas por meio do teste ‘tukey’ ao 5 % de probabilidade.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores referentes as médias e respectivos desvios-padrdo do
proteinograma sérico de quinos do grupo RA e CONT estdo presentes na
Tabela 9.
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Tabela 8: Médias e respectivos desvios-padrao da concentracdo sérica de a2-
macroglobulina (a2-MG), ceruloplasmina (CP), transferrina (TF), al-antitripsina
(al-AT), IGG de cadeia pesada (IGG-CP), haptoglobina (HG), glicoproteina
acida (GA), IGG de cadeia leve (IGG-CL) e apolipoproteina (APP) de equinos
no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no grupo Controle (CONT) em
diferentes momentos de avaliacao.

PROTEINOGRA

A MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
conT 241" 2372 2449" 2250 237,1% 261,3" 2241% 2772 206,7%
g +94,4  +86,6 +113,2 +97,8 +87,5  +137,8 +68,4 #1335 +133,5
g RA 183,6" 238,7°% 220,5™ 244,9" 287,0° 296,6™ 322,0° 2514" 262,1%
+100,5 +182,4 +104,2 +146,8 +1750 +197,2 2252 +200,4 2126
T 110,0 117,2"* 128,3* 110,0® 1157°* 117,3" 1250 108,0° 102,4*
o +38,3  +43,0 543  +59,9 +55,3 +72,4  +103,2 +76,1 56,0
O RA 99,8% 112,7% 107,9" 109,6™® 121,4™ 123,7% 146,0® 1235 1227
+49,3  +712 640 50,2 +71,0 +68,9  +81,9 +69,2 93,7
conT 611,9" 685,3" 6393 5953 678,9" 613,8° 6369 702,22 667,2"%
" 2211 +277,6 +219,9 +229,1 +194,0 +2656 +331,5 +289,8 +329,6
= RA 588,9" 672,2" 579,1" 6205 670,9°® 5858 6592 7194 7216
+187,1 +251,3 +228,4 +278,1 +243,0 42583 42725 42142 +234,2
GO 245,0% 204,6™ 274,1% 2229 2240 2136 193,2" 1587 209,1*
2 +176,2 +72,8 #2147 +149,9 921  +105,7 34,6 +102,8 77,6
= Ra 237,37 2747% 2563" 301,4™ 2269 2317 2253 2843" 207,9™
822 4855 76,2 2321  +79,3 72,9  +69,6 +76,0  +108,2
A
cEnT 957,9" 973,9" 877,1" 896,3" 09356™ 065,8™ 884,1™ LS 941,42
& +4211 +511,6 +389,9 +508,2 +284,1 +5052 +331,6 +397,9
. +533,9
(D A
0} RA gosah 9409 gg7gh g77oM 9313 9163 sazgh 10042 gog e
3967 ,a059 *4063 #4579 %3575 #5269 #3744 o0, #4037
e 300,2" 291,4% 327,3" 2854 32524 3431 352, 7% 342,37 336,09
o +180,4 +144,9 +190,8 +146,9 +176,8 +199,1 +206,4 2210 +182,3
Aa
- RA ﬁi’j’ , 307,9" 3289™ 3191" 337,6™ 3194 3276™ 3847" 3504™
Tho00 £142,9 2076 1694  *166,3 1460 *1488 1565 +169,0
I 161,0" 136,8 1454 162,3"™ 1475 156,7°* 137, 150,9" 136,1"
+1482 +76,1 +60,4 +137,6 946  +106,9 +109,9 1275 +111,8
RA 140,3"  149,2" 1422 162,1" 160,2" 164,6™® 1558 209,9" 183,6"
+46,1  +82,7 83,8 87,6 +86,9  +109,4 +83,6  +110,1 955
A A
= cont 11892 10623 4oy gra 10526 o) gra 13006 12157% 1201,8" 11581
O +503,7 +324,7
& +477,7  +529,2 +388,1 +507,1 +502,5 +434,2 +487,6
0} RA 1263"  1317%%  1198" 1188"  1194"  1164"* 1080"® 1158"  1241™
= +544,1 +477,0 +546,1 +557,1 +406,0 +466,5 +261,8 +521,7 +549,7
CENT 589,9 556,9 513,0 487,7 46590 552,3 590,6 534,1  552,6
o +206,5 +296,0 61,2 +102,2 +81,72 +188,1 +2354 +147,6 1251
< RA 509,9 512,8  480,5 531,8 5234 5658 500,5 5390  550,7

+253,4 +150,4 +183,0 +203,6 +*169,4 +187,9 +167,6 +197,2 +198,9

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas entre grupos pelo teste
‘" (p<0,05).

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes indicam diferengas significativas entre momentos pelo
teste ‘t’ p<0,05.

MO-animal sem jejum; M1- ap6s seis horas de restrico alimentar; M2- apds 12 horas de restricdo alimentar; M3- apos
18 horas de restricdo alimentar; M4- apés 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-ap6s 48 horas de restricdo
alimentar.
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Inducdo da resposta de fase aguda promovida pelo estresse do jejum
tem sido reportada em algumas espécies incluindo o homem (MARQUES et al.
2018; AFOLABI et al., 2007; AKSUNGAR et al., 2007; NAJAFI et al., 2016).

No presente estudo ndo foram observadas interacdo grupo x momento e
nem diferenca de média entre momento e entre grupos para nenhuma proteina
de fase aguda avaliada (ceruloplasmina, haptoblobina, macroglobulina a2,
antitripsina al, apolipoproteina, glicoproteina acida e imunoglobulina IGG de

cadeia leve e pesada).

O aumento sérico de proteinas de fase aguda foi relato por Marques et
al. (2018), em bezerras recém-desmamadas apo6s 24 horas de jejum alimentar.
Outros promotores de estresse como transporte, desmame e mistura de lotes
ja foram associados a elevacao de proteinas de fase aguda em bovinos. Em
equinos por outro lado a resposta de fase aguda foi relata em diversas doencas
inflamatérias e infecciosas, locais e sistémicas (FAGLIARI et al.,2008; COHEN
et al., 2005; POLLACK et al., 2005), porém o efeito do jejum sobre o

proteinograma seérico de equinos € desconhecido.

Diferente dos dados aqui demonstrados em humanos, o jejum influencia
a taxa de sintese de proteinas de fase aguda no figado, bem como nas suas
concentracfes séricas, associados a maior liberacdo de citocinas e cortisol
(AFOLABI et al, 2007). A producao de PFA em resposta ao estresse pode ser
considerada como uma defesa imune antecipatéria com intuito de limitar
infeccdes, inflamagdes, e consequentemente o dano tecidual (DEAK et al.,
1997)

Ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos, nem entre
momentos para haptoglobina. Resultados semelhantes ao de Marques et al.
(2018), que relata auséncia de efeito de jejum de 24 horas sobre a
concentracdo sérica de haptoglobina em bezerras desmamadas. A
haptoglobina parece ter uso limitado como marcador inflamatério na medicina
equina (Jhons, 2014), uma vez que seu uso para diferir célica clinica da
cirargica (Westerman et al., 2016) e taxa de sobrevivéncia em protos doentes

(Zabrecky et al., 2015) por exemplo aparenta ter pouca significancia.
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A a2-antitripsina € uma proteina de fase aguda, que se eleva em
humanos submetidos ao jejum. No presente trabalho embora n&o tenha sida
alcancada diferenca de média entre 0s grupos e momentos, o grupo RA ao fim
das 48 horas de restricdo alimentar apresenta média de a2-antitripsina 25,52%
maior que & media basal (Figura 9). Nos equinos a a2-antitripsina exerce afeito
anti-fibrinolitico através da inativacdo da plasmina, e tem sido demonstrado o

seu aumento em equinos com célica (TOPPER; PRASSI, 1998).

Figura 4: Médias e respectivos desvios-padrdo da concentracdo seérica
de al-antitripsina de equinos no grupo com Restricdo Alimentar (RA) e no
grupo Controle (CONT).

600,00
500,00

400,00

300,00
200,00
100,00 I
00 MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

B CONT 245,07 204,65 274,14 222,92 224,08 213,68 193,27 158,72 209,12
HRA 237,39 274,73 256,39 301,44 226,92 231,72 225,36 284,32 297,98

ALFA | ANTITRIPSIA

o

MO-animal sem jejum; M1- apds seis horas de restrigdo alimentar; M2- apds 12 horas de restricdo alimentar; M3- apos
18 horas de restricdo alimentar; M4- ap6és 24 horas de restricdo alimentar; M5-ap6s 30 horas de restricdo alimentar;
M6-ap6s 36 horas de restricdo alimentar; M7-ap6s 42 horas de restricdo alimentar e M8-ap6s 48 horas de restricao

alimentar.

A ativacao da resposta de fase aguda frente a eventos inflamatérios é
bem documentada na literatura (OKUMURA et al.,, 1991; FAGLIARI et al.,
2008). Todavia o comportamento das proteinas de fase aguda inerente ao
estresse fisico como exercicio, transporte e jejum é pouco mencionado. Di
Filippo et al., (2018), relata auséncia de efeito de exercicio de marcha em
cavalos Mangalarga Marchador. Por outro lado Paladino, et al. (2017) relata a

ativacdo da resposta de fase aguda em equinos submetidos ao transporte
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rodoviario, e Deak et al., (1997) demonstraram que apdés uma sec¢éo de choque
na cauda, camundongos apresentaram elevacao de glicoproteina acida apos
24 horas do estimulo elétrico, concluindo que o estresse promove elevacao das
PFA.No presente estudo os equinos ndo demonstraram efeito sobre as

proteinas de fase aguda em resposta ao estresse da privacao alimentar.

Sabe-se que os adipdcitos secretam varias citocinas e proteinas de fase
aguda, influenciando a concentracdo sérica de tais substancias
proporcionalmente a massa adiposa (PASSOS et al., 2017). As citocinas proé-
inflamatérias interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa possuem efeito
lipolitico, e incrementam a liplise pela apoptose dos adipécitos. (ASHITANI et
al. 2009). As respostas metabdlicas a privacdo alimentar varia de acordo com
condicdo corporal, idade e sexo (PAUL et al.,2007). Diante do exposto vale
ressaltar que no presente estudo ndo foram feitos grupos distintos para idade,
sexo e condicao corporal prévia, destacando a importancia de pesquisas que
esclarecam tais efeitos. Ademais os animais usados no trabalhos eram criando
em regime extensivo e com alimentagcdo composta exclusivamente por
volumoso fresco. Novos ensaios com diferentes tipos de alimentacédo prévia
podem esclarecer melhor a influéncia do jejum sobre perfil eletroforético de
proteinas plasméticas de equinos.

Existe uma ampla variedade de estudo a respeito dos efeitos do jejum
sobre o perfil lipidico e metabdlico de equideos, visando investigar sua
correlacdo com doengas metabdlicas, desempenho reprodutivo e imunidade
(NAYLOR; KENYON 1981; STICKERS et al., 1995; MUNOZ et al., 2010, MELO
et al., 2011; TOTH et al., 2018). No entanto poucos estudos até o momento

esclarecem os efeitos do jejum sobre o proteinograma sérico de equinos.
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2.4- CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e na discussdo é possivel concluir
gue, o jejum de até 48 horas ndo é capaz de induzir resposta de fase aguda em
equinos. Porém novas investigacdes sobre a influéncia de fatores como: idade,
sexo, escore corporal e tipo de alimentagcdo associadas ao jejum em equinos,

podem esclarecer melhor os efeitos do jejum na espécie equina.
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